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RÉSUMÉ:
La prolifération des cellules cancéreuses mammaires implique une interaction
complexe entre les gènes, les facteurs de croissance, les hormones et les nutriments
calorigéniques. L’obésité, qui est associé à un niveau plasmatique élevé d’acides gras,
contribue à l’augmentation de l’incidence de plusieurs types de cancer incluant le cancer
du sein. De plus, certaines études épidémiologiques ainsi que des expériences utilisant
les modèles animaux ont permis de postuler qu’une consommation élevée en acide gras
peut influencer le risque de cancer du sein. Par contre, il existe peu d’information
concernant le mécanisme d’action des acides gras dans la carcinogenèse mammaire.
L’effet de deux des acides gras les plus abondants en circulation, oléate et
palmitate, a été étudié sur des lignées de cellules du cancer du sein après une courte
période de carence en sérum. Nos résultats démontrent que l’oléate, un acide gras
monoinsaturé (C: 18:1), stimule la prolifération cellulaire tandis que le palmitate, un
acide gras saturé (C:16:O), provoque une diminution de la prolifération cellulaire. La
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) est impliquée dans la transduction de signaux
intracellulaire induit par ces acides gras. Aussi, les cellules incubées en présence de
palmitate montrent des changements morphologiques caractéristiques de l’apoptose.
Enfin, comme règle générale, nous observons que les acides gras insaturés stimulent la
prolifération cellulaire tandis que les acides gras saturés sont proapoptotiques chez les
cellules MDA-MB-23 1.
Le palmitate diminue le potentiel membranaire de la mitochondrie et provoque le
relâchement du cytochrome e. De plus, le 2-bromopalmitate, un analogue du pafmitate
non métabolisable, n’a pas d’effet cytotoxique suggérant que le palmitate doit être
métabolisé pour exercer son effet apoptotique. Les études pharmacologiques
démontrent que l’effet proapoptotique du palmitate n’est pas médié via les ceramides et
les espèces réactives à l’oxygène. Le palmitate provoque une augmentation du turnover
et une diminution de la synthèse de la cardiolipine, un phospholipide responsable de la
rétention du cytochrome e à la mitochondrie. Au contraire, l’oléate protège les cellules
de l’apoptose induite par le palmitate en restaurant les niveaux de cardiolipine. En
iv
effet, l’oléate, qui est préférentiellement métabolisé en triglycérides, redirige le
palmitate vers un processus d’estérification en triglycérides rétablissant ainsi la
synthèse de cardiolipine ainsi qu’une diminution de son turnover. Aussi, l’effet
prolifératif de l’oléate est diminué par des inhibiteurs pharmacologiques des
protéines Gi/o, la phospholipase C, src et la mitogenic-extracellular signal
regulated kinase 1/2 (MEK 1/2). De plus, l’oléate provoque une augmentation rapide et
2+’ ,transitoire du Ca intracellulaire et I activation de la proteine kinase B. La
surexpression dans les cellules MDA-MB-231 du récepteur couplé aux protéines G
GPR4O, un récepteur aux acides gras, amplifie la prolifération induite par l’oléate tandis
que la diminution de l’expression de GPR4O par l’utilisation de l’interférence d’ARN
diminue cet effet prolifératif. Enfin, la surexpression de GPR4O dans les cellules du
cancer du sein T47D et MCF-7 qui répondent peu à l’oléate, permet une réponse accrue
face à l’action proliférative de l’oléate.
L’ensemble des résultats démontre que les acides gras influencent
considérablement leur action sur la prolifération ou l’apoptose des cellules cancéreuses
du sein. En effet, l’effet proapoptotique du palmitate semble impliquer une diminution
du niveau de la cardiolipine ainsi qu’une altération des fonctions mitochondriales.
L’effet prolifératif de l’oléate implique plusieurs voies de signalisation, dont la P13K, et
est médié en partie via le récepteur aux acides gras GPR4O. Nos résultats combinés avec
ceux obtenus à partir des études épidémiologiques et avec des animaux, devraient
contribuer à la conception de nouvelles stratégies thérapeutiques et des
recommandations nutritionnelles pour prévenir le cancer du sein.
Mots-clés : Cancer, Acides Gras, Prolifération, Apoptose, Cardiolipine, GPR4O
VABSTRACT:
Human breast cancer celi proliferation involves a complex interaction between genes,
growth factors, hormones and calorigenic nutrients. The emerging evidence indicates
that obesity, which is characterized by hyperlipidemia and elevated circulating free-fatty
acids (FfA), is associated with enhanced cancer risk inciuding breast cancer. Also,
epidemiologic studies and experiments using animal models have suggested that high
intake of dietary fat could increase breast cancer risk. However, relative littie
information exists on the mechanisms by which exogenous FFAs influence breast cancer
ccli growth.
The present study xvas designed to investigate the effects of the two most abundant
circulating FFA, oleate and palmitate, on established human breast cancer ccli unes afier
a short period ofserum starvation. The unsaturated FFA oleate (C:1$:1) stimulated ccli
proliferation whereas the saturated FFA paimitate (C:16) dose dependently inhibited cdl
growth. Oleate and palmitate respectively increased and decreased phophatidylinositol
3-kinase (PI3K) activity and the actions of the two FFA on the enzyme were
antagonistic. The growth inhibitory effect of palmitate was related to the induction of
apoptosis as indicated by morphological and biochemical criteria. Also, we found as a
general principle that saturated FFAs are proapoptotic, whereas unsaturated FFAs
increase proliferation ofbreast cancer celis.
Palmitate decreased the mitochondrial membrane potential and caused cytochrome c
release. The non-metaboiizabie analog 2-bromopalmitate was not cytotoxic indicating
that palmitate must be metabolized to exert its toxic effect. Pharmacological studies
showed that the action of palmitate is flot mediated via ceramides and reactive oxygen
species. Paimitate caused an early enhancement of cardiolipin turnover and decreased
the levels of this mitochondrial phospholipid which is necessary for cytochrorne c
retention. The unsaturated FFA oleate protected ceils against the proapoptotic action of
palmitate. Cosuppiementation of oieate restored cardiolipin levels and blocked
palmitate-induced apoptosis. Oleate was preferentially metabolized to triglycerides, and
oleate cosupplementation channeled palmitate esterification processes to triglycerides.
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Also, the proliferative effect of oleate in breast cancer celi was decrease by
pharmacological inhibitors of the GTP binding proteins Gi/o, phospholipase C, src and
mitogenic-extracellular signaÏ-regulated kinase 1/2 (MEK 1/2). In addition, oleate
caused a rapid and transient rise in cytosolic Ca2 and an increase in protein kinase B
activity. Overexpressing in MDA-MB-23 I breast cancer celis the G-protein-coupied
receptor GPR4O, a fatty acid receptor, amplified oleate-induced proliferation, whercas
silencing the GPR4O gene using RNA interference decreased it. Overexpressing GPR4O
in T47D and MCf-7 breast cancer celis that are poorÏy responsive to oleate allowed a
robust proliferative action of oleate.
The resuits support the concept that various types of fatty acids are not equivalent
with respect to their actions on breast cancer ccli growth and apoptosis. Palmitate
induced breast cancer celi death appear to involve a decrease in cardiolipin levels and
altered mitochondriai function. The data also indicate that multiple signaling pathways
are implicated in the proliferative signal induced by oleate and that these effects are
rnediated at least in part via GPR4O. Overail, these resuÏts combined with
epidemiologicai and animal studies should contribute to the design ofnew strategies and
dietary recommendations to prevent breast cancer.
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INTRODUCTION:
I Cancer du sein
La prolifération des cellules cancéreuses mammaires implique une interaction
complexe entre les gènes, les facteurs de croissance, les hormones et les nutriments
calorigéniques. Certaines études épidémiologiques ainsi que des expériences utilisant
les modèles animaux ont permis de postuler qu’une consommation élevée en acide gras
peut influencer le risque de cancer du sein. De plus, l’obésité, qui est associé à un
niveau plasmatique élevé d’acides gras, contribue à l’augmentation de l’incidence de
plusieurs types de cancer incluant le cancer du sein. Les acides gras sont des composés
essentiels qui sont utilisés par la cellule comme source et stockage d’énergie, pour la
formation des membranes et pour la synthèse de molécules impliquées dans la
signalisation. Aussi, les acides gras jouent un rôle important dans le contrôle de
l’expression génique, permettant de modifier le métabolisme, la croissance, la
différentiation cellulaire et l’apoptose.
1.1 Statistiques
Le cancer du sein est le type de cancer le plus commun chez les femmes
dans le monde et le plus mortel après le cancer du poumon. Il est estimé qu’une
femme sur neuf développera un cancer du sein au cours de son existence. En
2004, 1.2 millions de nouveaux cas d’incidence seront rapportés dans le monde
(WHO, 2004). De plus, environ 50% des cas d’incidence du cancer du sein se
situent dans les pays les plus développés. En 2000, la mortalité attribuable au
cancer du sein dans le monde a été estimée à environ 376611 c’est-à-dire 5,2%
de tous les cancers (WKO, 2004). Seulement au Canada, il y aura 70700
nouveaux cas d’incidence du cancer en 2004 chez la femme (NCIC, 2004). De
ce nombre, 21200 sont des cancers du sein et il est estimé que 5200 femmes
vont mourir de ce type de cancer. Par contre, la mortalité tend à diminuer
légerement depuis une décennie due principalement à un diagnostique plus précoce de la
2maladie. il est donc iniportant d’identifier les facteurs menant au dévelopement de la
carcinogénèse mammaire et de comprendre leurs mécanismes d’action.
1.2 Facteurs de risque
Le cancer du sein est plus répandu en Amérique du Nord et en Europe et il est
relativement peu courant en Asie et en Amérique latine (WHO, 2004), le taux
d’incidence dans les régions à risque élevé étant de trois à cinq foid supérieur à celui des
régions à faible risque. Les événements et les facteurs précis responsables de
l’initiation et la transformation des cellules épithéliales mammaires ne sont pas
clairs. Par contre, certains facteurs de risque pouvant contribuer à la
progression du cancer du sein ont été identifiés. Le cancer du sein est plus fréquent
chez les personnes plus âgées (NCIC, 2004). Pour le groupe d’âge 35-39 ans, le risque
est de 0.5 nouveaux cas par 1000 femmes par année. Ce risque est 2 fois plus élevé pour
le groupe d’âge 40-44 ans, plus de 2,5 fois plus élevé pour les groupes d’âge 45-49 ans et
49-54 ans et jusqu’à près de 3 fois plus élevé pour les groupes d’âge suivants. Il existe
des évidences que certains agents chimiques comme la fumée de tabac (Coyle,
2004; Morabia et al., 1996) et des composés aromatiques aminés comme la
xenylamine, le 4-nirtobiphenyl ainsi que la benzidine (Wogan et al., 2004), seraient
des facteurs importants. A ce jour, les facteurs de risque les plus établis sont
ceux associés aux facteurs hormonaux (Coyle, 2004; Kampert et al., 1988). En
effet, des observations ont montré que certaines hormones, particulièrement les
oestrogènes, sont impliquées dans l’incidence du cancer du sein (Pike et al.,
2004). Chez les femmes préménopausées, l’oestrogène est produit à 60% par les
ovaires (sous foniie d’estradiol) et à 40% par les glandes surrénales (sous forme
d’estrone). Après la ménopause et l’atrophie des ovaires, l’oestrogène continue à être
produit au niveau du tissu graisseux sous l’action des glandes surrénales. Par contre, le
mécanisme d’action de ces facteurs hormonaux dans la carcinogenèse mammaire
n’est pas clair. Aussi, l’obésité augmente le risque du cancer du sein après la
ménopause d’environ 1,5 fois (Caïle and Thun, 2004). Une augmentation de poids
d’environ 5 kg par rapport au poids idéal est associée à un risque accru de cancer du sein
3après la ménopause. Certaines études ont montré qu’un gain de poids même avant la
ménopause augmente aussi le risque du cancer du sein (Cho et aI., 2003). Une
explication possible est qu’après la ménopause et la cessation de la fonction des ovaires,
la seule source endogène d’oestrogènes se situe au niveau du tissu graisseux du corps qui
transforme l’androstènedione en estradiol (Calle and Thun, 2004). Enfin, certaines
études épidémiologiques ainsi que des expériences utilisant les modèles animaux ont
permis de postuler qu’une consommation élevée en acide gras peut influencer le risque
de cancer du sein.
Il devient aussi de plus en plus évident que certains oncogènes et gènes
suppresseurs de tumeurs sont impliqués dans la progression du cancer du sein.
Il est estimé que 20 à 40% des tumeurs mammaires possèdent une mutation du
gène p53 (Gasco et al., 2002). De plus, le gène HER-2lneu est amplifié dans
25-30 ¾ des cancers du sein (Zhou and Hung, 2003). Il existe aussi d’autres
oncogènes comme ras et myc qui sont souvent mutés dans les cellules tumorales
mammaires (Malaney and Daly, 2001; Popescu and Zimonjic, 2002). Des
«gènes du cancer du sein» héréditaires que l’on nomme BRCA-] et BRCA-2 qui
sont mutés dans environ 20 % des cancers mammaires ont également été
identifiés (Moynahan, 2002).
2 Les Acides Gras
Un acide gras est constitué d’une chaine aikylée qui se termine par un
groupement carboxyle. Le plus souvent, les acides gras ont un nombre de carbone pair.
Si un acide gras contient une seule double liaison entre deux atomes de carbone de la
chaîne alkylée, on dit qu’il est monoinsaturé. S’il contient plus d’une double liaison, alors
c’est un polyinsaturé. Lorsqu’il ne contient aucune double liaison, il est saturé. Une
liste des acides gras les plus communs est présentée dans le Tableau 1. En général, dans
les aliments, on retrouve les acides gras sous forme de triglycérides. Les triglycérides
sont composés de trois acides gras réunis par une molécule de glycérol. Les trois acides
4gras ainsi réunis peuvent être de longueur et de type (saturé, monoinsaturé, polyinsaturé)
différents. Les acides gras sont transportés dans le sang sous forme de triglycérides dans
les lipoprotéines et sous forme « libres» associés à l’albumine. Après libération par
l’albumine et suite à l’intervention de la lipoprotéine lipase, les acides gras diffusent
et/ou sont transportés dans les cellules pour y être métabolisés.
Tableau I: Liste des acides gras les plus communs
Nom commun Nombre de Nom systémique Famille
carbone
Myristique C14 :0 Tetradécanoïc
Palmitique C16 :0 Hexadécanoïc
Stéarique C18 :0 Octadécanoïc
Arachidique C20 :0 Eicosanoïc
Palmitoléique C16 :1 cis-9-hexadécanoïc
Oléique Cl 8 :1 cis-9-octadécenoïc w-9
Linoléique C18 :2 cis-9,12-octadécenoïc w-6
Linolénique Cl 8 :3 cis-9, 12,1 5-octadécenoïc w-3
‘-Linolénique C18 :3 cis-6,9,12-octadécenoïc w-6
Arachidonique C20 :4 cis-5,8,11,14- w-6
eicosatétraenoïc
ETYA C20 :4 5,8,1 1,14-eicosatétraynoïc w-6
EPA C20 :5 cis-5,8,11,14,17- w-3
eicosapentaenoïc
DHA C22 :6 cis-4,7,10,13,16,19 w-3
docosahexaenoïc
52.1 Digestion et absorption des acides gras
Les principaux lipides de l’alimentation sont constitués essentiellement de
triglycérides (environ 90 ¾), d’acides gras libres, de phospholipides et de stérols. La
digestion de ces lipides est sous la dépendance des enzymes pancréatiques et des sels
biliaires au niveau de l’intestin (Carriere et al., 1993). En effet, la bile et la lipase
pancréatique qui se déversent dans le duodénum permettent la digestion de la majorité
des ]ipides a]imentaires. L’action détergente des sels biliaires permet la transformation
des amas lipidiques en émulsion, rendant ainsi les triglycérides accessibles pour
hydrolyse par la lipase pancréatique. La phospholipase A2 pancréatique assure
l’hydrolyse des phospholipides alimentaires en acide gras et acide phosphatidique tandis
que la cholestérol ester hydrolase pancréatique permet le clivage entre l’acide gras
estérifié et la molécule de cholestérol. Ainsi, les produits d’hydrolyse des lipides
alimentaires, acides gras et monoglycérides, les sels biliaires, les vitamines liposolubles
et le cholestérol forment des micelles (Carey et al., 1923).
La structure micellaire permet l’absorption des acides gras par les entérocytes au
niveau de l’intestin grêle soit par diffusion passive (Hamilton and Kamp, 1999) soit
grâce à l’action de transporteurs membranaires comme la “fatty acid transport protein”
(FATP) et CD36 (Hajri and Abumrad, 2002). Une fois entrés dans I’entérocyte, les
acides gras sont pris en charge par un transporteur spécifique, la “fatty acid binding
protein” (FABP), qui les achemine dans le réticulum endoplasmique (Shi and Bum,
2004). Les acides gras sont ré-estérifiés en triglycérides par les enzymes du réticulum
endoplasmique (Coleman and Lee, 2004). Les phospholipides sont également
resynthétisés à partir d’acide gras et dacide phosphatidique tandis que le cholestérol
absorbé est majoritairement réestérifié. Les triglycérides, les phospholipides et le
cholestérol sont ensuite assemblés au niveau microsomal avec de l’apolipoprotéine B48,
formant ainsi des lipoprotéines appelées chylomicrons qui sont sécrétés par les
entérocytes (Bakillah and El Abbouyi, 2003). Les chylomicrons entrent dans la
circulation sanguine et leurs triglycérides sont hydrolysés au niveau de la surface des
capillaires sanguins par la lipoprotéine lipase (LPL), libérant ainsi des acides gras captés
6par les tissus sous-jacents. Les chylomicrons sont ensuite captés par le foie et dégradés
dans l’hépatocyte. Ainsi, l’approvisionnement en acides gras des organes périphériques,
notamment hors de la période post-prandiale, est assuré par les “very low density
lipoproteins” (VLDL) (Bakillah and El Abbouyi, 2003). Synthétisées au niveau
hépatique à partir de lipides stockés ou synthétisés par le foie et de l’apolipoprotéine
3100, les VLDL sont, comme tes chylomicrons, hydrolysés par la LPL, fournissant aux
tissus les acides gras nécessaires à leur métabolisme.
2.2 Mobilisation des triglycérides de réserve
Lorsque les apports en en acides gras excèdent les dépenses on assiste à une mise
en réserve des graisses essentiellement sous forme de triglycérides dans les adipocytes.
En effet, les acides gras provenant de l’hydrolyse des chylomicrons et VLDL sont captés
par ces cellules et réassemblés sous forme de triglycérides pour y êtres stockés. Ces
triglycérides constituent une source d’énergie utilisable par toutes les cellules (Ru et al.,
2001). Le jeûne prolongé, les exercices physiques et le stress favorisent leur
mobilisation. En effet, les triglycérides sont hydrolysés par une lipase sensible aux
hormones comme l’adrénaline, le glucagon, la noradrénaline, les corticostéroïdes et les
hormones hypophysaires (Haemmerle et al., 2003). Les adipocytes sécrètent alors ces
acides gras qui sont transportés par l’albumine plasmatique vers les tissus pour y être
métabolisés.
3 Études épidémiologiques
3.1 Acides gras et cancer du sein
Des études épidémiologiques ont indiqué que des femmes provenant de
pays ayant une diète riche en graisse possèdent un risque d’incidence du cancer
du sein qui peut-être jusqu’à cinq fois plus élevé que celles provenant de pays
ayant une diète faible en graisse (fig. 1) (Pariza, 1987; Rose, 1997b; Welsch,
71992). Par exemple, dans un pays comme les États-Unis où le taux d’incidence
du cancer du sein est élevé, environ 35-45 % des calories totales proviennent
des acides gras. Par contre, en Chine qui possède un faible taux d’incidence du
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Figure 1: Corrélation entre le pourcentage des calories provenant des
graisses et la mortalité attribuable au cancer du sein de différentes
populations mondiales (Pariza M.W., 1987)
À partir de ces observations, il a été postulé qu’une consommation élevée en
gras augmente le risque du cancer du sein (Pariza, 1987). De plus, des études
ont montré que les femmes qui migrent d’un pays où le risque du cancer du sein
et la consommation de gras alimentaire sont bas vers un pays où le risque et la
consommation de gras est élevé, possèdent un risque accru d’être atteintes d’un
cancer du sein et ce, dans la génération suivant celle qui aura migrée (fig. 2)
(LeMarchand et al., 1985). L’hypothèse qu’une diète riche en acides gras
favorise l’augmentation de l’incidence du cancer mammaire est supportée par
des méta-analyses d’études épidémiologiques ainsi que par un grand nombre
$d’études utilisant des modèles animaux et des cellules du cancer du sein en
cultures (Cohen et al., 1993; Fay et al., 1997; Lee and Lin, 2000; Rose, 1997a;
Wirfalt et al., 2002). Une récente étude européenne a démontré qu’une
consommation élevée en acides gras, comparativement à une consommation
faible en acides gras, double l’incidence du cancer du sein (Bingham et al., 2003).
De plus, il existe une corrélation positive entre le gras animal consommé
lorsque les personnes sont au début de l’âge adulte et le risque du cancer
mammaire (Cho et al., 2003). En revanche, certaines études épidémiologiques
n’ont pas démontré de relation entre les acides gras et l’incidence du cancer du
sein (Byrne et al., 2002; Holmes et al., 1999; Kushi and Giovannucci, 2002;
McCullough and Giovannucci, 2004; Smith-Warner et al., 2001).
La question de savoir pourquoi il existe une divergence entre les diverses
études épidémiologiques comparativement aux études avec les animaux
relativement à la consommation en acides gras et le risque du cancer du sein est
très complexe. Un problème majeur avec les études épidémiologiques
nutritionnelles est que ces dernières souffrent d’une grande imprécision au
niveau de la mesure de l’exposition à un nutriment. Cette imprécision peut
mener à sous-estimer l’association entre le nutriment en question et la maladie.
L’utilisation de biomarqueurs de la diète comparativement aux questionnaires
pourrait aider à corriger cette situation (McCullough and Giovannucci, 2004). Il
est aussi difficile d’étudier la relation entre un nutriment spécifique comme les
acides gras et le cancer du sein car la nourriture ingérée est constituée de
plusieurs types de nutriments différents. Il y a aussi le fait que les études
mesurent la consommation en acides gras chez les adultes mais il est possible
que les acides gras puissent avoir une influence pendant l’adolescence au
moment du développement de la glande mammaire (Cho et al., 2003; Stoll,
2002b). Enfin, il est possible que la carcinogenèse mammaire soient influencée
par le type d’acides gras (saturé, monoinsaturé, polyinsaturé) plutôt que le gras




Figure 2: Étude de migration et incidence du cancer du sein (Lemarchand L.
et ai, 1985)
3.2 Obésité et cancer du sein
Tout comme le cancer du sein, la prévalence de l’obésité dans les pays
développés a augmenté de façon constante ces deux dernières décennies (Seideil and
Visscher, 2003). Environ deux américains sur trois ont un surplus de poids ou sont
obèses et environ 300 millions de personnes sont atteints d’obésité au niveau mondial
(f legal et al., 2002). L’accumulation des graisses augmente principalement lorsque la
prise de calories surpasse la capacité de l’organisme brûler ces calories. Certains
facteurs environnementaux comme l’urbanisation, la consommation excessive de
nourriture ainsi qu’une diminution de l’activité physique, vont dérégler la balance
énergétique et augmenter la prévalence d’adiposité excessive dans la population (CaTie
and Thun, 2004). Bien que l’obésité soit reconnue comme étant une cause du diabète et
des maladies cardiovasculaire, la relation entre l’obésité et le cancer n’est pas clairement
établie. Ceci s’explique principalement par le manque d’études approfondies sur ce
sujet.
Par contre, des études épidémiologiques ont démontrés que l’obésité contribue à
l’augmentation de l’incidence de plusieurs types de cancer incluant le cancer du sein
(Calle and Kaaks, 2004). En effet, il est estimé que 15-20 % des cancers aux États-unis
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peuvent être associés à un surplus de poids ou à l’obésité (Calle and Thun, 2004). Dans
plusieurs études, il a été observé que l’obésité augmente de 30-40% l’incidence du
cancer du sein chez les femmes postménopausées (Ballard-Barbash and Swanson, 1996;
Galanis et al., 1998; Hunter and Willett, 1993; Trentham-Dietz et al., 1997). De plus,
les femmes obèses ont un taux de mortalité due au cancer du sein qui est trois fois plus
élevé que les femmes minces (Petrelli et al., 2002). Une hypothèse concernant le
mécanisme liant le cancer du sein et l’obésité implique une altération du métabolisme
induisant la surproduction de certaines hormones et des facteurs de croissance (Calle and
Thun, 2004). Par exemple, les personnes obèses ont un niveau d’insuline plus élevé que
les personnes minces et cette hyperinsulinémie est associé à une augmentation de
l’incidence du cancer mammaire (Stoll, 2002b). Comme l’obésité est également
associé à un niveau plasmatique élevé de triglycéride et d’acides gras (Felber and Golay,
2002), il est possible que ces derniers puissent également contribuer à la progression du
cancer mammaire.
4 Études expérimentales
4.1 Études chez l’animal
Les études portant sur l’effet du gras alimentaire sur la carcinogenèse
mammaire chez les modèles de rongeurs semblent plus concluantes que les
études épidémiologiques. En effet, il a été démontré que les rats possédant des
tumeurs mammaires induites et qui reçoivent une diète riche en gras alimentaire
ont des masses tumorales plus grosses que le groupe contrôle qui reçoit une
diète normale (Carroll, 1991). Une autre étude a démontré que les rats nourris
avec une diète riche en acides gras polyinsaturés (huile de maïs) possèdent plus
de tumeurs que ceux nourris avec une diète riche en acides gras saturés (huile de
coco) (Rose, 1997b). De plus, l’administration d’un supplément d’acides gras
polyinsaturés à la diète riche en acides gras saturés a comme conséquence
d’augmenter le nombre de tumeurs produites. Chez les rats possédant des
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tumeurs mammaires induites qui ont été nourris avec une diète riche en huile de
mais, il a été démontré à l’aide de la technique du “cDNA micoarrays” que
plusieurs gènes reliés à la prolifération cellulaire, comme l’a2-globuline et la
protéine H19, sont surexprimés (Escrich et al., 2004). Diverses études ont aussi
démontré que l’huile de poisson qui est riche en acide linolénique, un acide gras
polyinsaturé de type oméga-3, inhibe la promotion et le développement des
tumeurs mammaires chez le rat (Rose and Connolly, 1999). De plus, il semble que
les acides gras oméga-3 docohexaenoate et eicosapentaenoate ont un effet
protecteur sur la progression du cancer du sein chez les modèles animaux
(Larsson et al., 2004). Une hypothèse émise est que les acides gras omega-3
inhibent de façon compétitive les désaturases nécessaires à la production de
précurseurs des produits mitogéniques que sont les prostaglandines, les
leukotriènes et les tromboxanes (Rose and Connolly, 1999).
Par contre, il existe aussi des résultats inconsistants en ce qui concerne
les études sur le rôle des acides gras sur la carcinogenèse mammaire chez les
animaux. Généralement, de hauts niveaux d’acides gras saturés à longue chaîne
diminuent le développement de tumeurs mammaires comparativement aux
acides gras insaturés chez les modèles de rongeurs possédant des tumeurs
mammaires induites par un carcinogène chimique (Bartsch et al., 1999; Gabriel et
al., 1987; Rose, 1997b; Rose and Connolly, 2000; Sundram et al., 1989). Par contre,
cette corrélation n’est pas retrouvée dans toutes les études (Kohlmeier and
Mendez, 1997; Welsch, 1992). En effet, le type et la quantité d’acides gras
administrés aux animaux peuvent influencer de différentes façons le
développement des tumeurs mammaires. Ainsi, ces résultats inconsistants
peuvent être expliqués en partie par le fait que la diète riche en acides gras est
généralement administrée sous forme de mélanges d’acides gras (différentes
huiles) et non sous forme individuelle (Dwyer, 1997; Hardy et al., 1997). De plus,
certaines huiles contiennent des antioxydants (vitamines, flavanoides, composés
phénoliques) qui ont un effet protecteur sur le développement du cancer du sein.
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4.2 Études sur des modèles cellulaires
Différents effets des acides gras saturés et insaturés sur la prolifération
cellulaire ont aussi été documentés sur des lignées épithéliales mammaires
tumorales en culture (Buckman et al., 1990; Buckman et al., 1991; Sundram et al.,
1989; Wickramasinghe et al., 1996). Les expériences in vitro permettent d’étudier
l’effet de différents acides gras et leurs métabolites sur la croissance des
cel]ules cancéreuses en culture. Rose et Connelly ont observé que l’acide
oléique stimule la prolifération de la lignées tumorales mammaires MDA-MB
23 1 mais il semble qu’à plus forte dose il y ait une diminution de la croissance
(Rose and Connolly, 1990). De plus, ils ont observé une diminution de la
prolifération lorsque les cellules sont incubées en présence de stéarate et de
païmitate. Un autre groupe a aussi montré cette diminution avec différents
acides gras saturés chez les MCF-7 (Hardy et al., 1997). En effet, ils ont observé
une inhibition progressive de la prolifération des cel]ules cancéreuses
mammaires lorsqu’il y a une augmentation de la longueur de la chaîne de l’acide
gras saturé. Par contre, un autre groupe a montré que le palmitate n’a pas
d’effet sur la croissance cellulaire dans cette même lignée cellulaire (Abdi
Dezfuli et al., 1997). Une autre étude a montré que l’oléate n’avait pas d’effet sur
certaines lignées cellulaires estrogènes dépendantes mais qu’il y avait une
augmentation de la prolifération chez les lignées oestrogènes indépendantes
(Chajes et al., 1995). Généralement, les acides gras polyinsaturés comme le
linoléate stimulent la prolifération cellulaire en étant métabolisés en
prostaglandines et en leukotriènes par un mécanisme inconnu (Rose, 1997b). De
plus, chez la lignée cellulaire cancéreuse mammaire T47D le linoléate stimule la
prolifération et induit plusieurs gènes impliqués dans le cycle cellulaire et les
voies de signalisation intracellulaire (Reyes et al., 2004). En effet, les gènes
codant entre autres pour la p3$mapk, MEK1, PKA et CDK6, sont surexprimés.
Par contre, tout comme dans les études chez les animaux, les acides gras omega
3 inhibent la croissance des cellules tumorales mammaires en induisant
l’apoptose (Stoli, 2002a; Wang et al., 2000).
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Il existe également des inconsistances dans les études in vitro. Ces
inconsistances peuvent être expliquées en partie par la différence des conditions
de cultures des cellules et par l’utilisation ou non d’acides gras liés à l’albumine
(Begin et al., 1986; Hardy et al., 1997; Rose and Connolly, 1990). En effet, certaines
études sur des lignées cellulaires ont testé l’action des acides gras non liés à
l’albumine à des doses excédant leurs concentrations physiologiques.
L’albumine est connue comme étant un important véhicule physiologique in
vivo pour transporter les acides gras aux cellules. Il est donc nécessaire de lier
les acides gras à l’albumine pour ne pas exposer la cellule à des concentrations
élevées d’acides gras libres ce qui peut avoir des conséquences néfastes pour
celles-ci et représenter une situation non-physiologique. Ceci soulève donc des
doutes quant à la validité de certains résultats obtenus.
5 Cancer et métabolisme des acides gras
Il existe peu d’études concernant le métabolisme des acides gras dans les
cellules cancéreuses comparativement au métabolisme du glucose. En effet, on
s’intéresse au métabolisme du glucose dans les cellules cancéreuses depuis les
premières études de Warburg il y a déjà plus d’un demi-siècle (Warburg, 1956).
Par contre, le métabolisme des lipides et son implication au niveau de la
carcinogénèse sont encore à un stade peu avancé. La synthèse et le métabolisme
des lipides sont des processus coordonnés qui sont influencés par différents
enzymes du métabolisme (Hii et al., 2001) (Fig. 3). Ainsi, l’acétyl-CoA
carboxylase (ACC), l’acide gras synthétase et la camitine palmitoyl transférase sont les
trois principaux enzymes du métabolisme lipidique qui régulent la synthèse du malonyl
CoA (Kuhajda, 2000). Celui-ci est le principal inhibiteur de l’entrée des acides gras
dans la mitochondrie pour leur f3-oxydation. La stéaroyl-CoA desaturase-1 régule
l’oxydation des lipides en convertissant entre autre le stéarate (18:0) en oléate (18:1).
Les acyl-CoAs saturés sont connus pour inhiber de façon allostérique l’ACC tandis que
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les acyl-CoAs insaturés sont les substrats préférés pour la synthèse des triglycérides au
niveau du réticulum endoplasmique (Coleman and Lee, 2004). L’acide
lysophosphatidique et l’acide phosphatidique sont synthétisés au niveau du réticulum
endoplasmique mais ils sont aussi synthétisés au niveau de la mitochondrie et
transportés au réticulum endoplasmique où les enzymes pour la synthèse des
triglycérides sont localisées. Enfin, l’acide gras synthétase mitochondriale et 1’ «acyl
carrier protcin » sont impliqués dans la synthèse des acides gras mais leurs rôles dans le
métabolisme lipidique demeurent obscurs (Miinalainen et al., 2003). Ces enzymes du
métabolisme des lipides peuvent être régulées par des stimulis nutritionnels et
hormonaux en réponse à un état de jeûne, d’exercice et d’excès d’énergie.
fflfle
Figure 3: Voies métaboliques impliquées dans l’oxydation et la synthèse des
acides gras. Voir le texte pour une description. ACC, acétyl-CoA
carboxylase; ACS, acyl-CoA synthase; AGPAT, acylglycerol-3-phosphate
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acyltransférase; CLS, cardiolipin (CL) synthase; CPI, camitine palmitoyl
transférase; DGAT, diacylglycerol (DAG) acyltransférase; FAS, acide gras
synthétase; GPAT, glycerol-3-phosphate (G-3-P) acyltransférase; MCD,
malonyl-CoA décarboxylase; MGAT, monoacylglycerol (MAG) acyltransférase;
PAP, phosphatidic-acid phosphohydrolase; PGPS, phosphatidylglycerophosphate
(PGP) synthase; SCD 1, stéaroyl-CoA désaturase- 1; TAG, triglycérides; ICA,
Cycle de Krebs. (Shi Y. et Bum p., 2004)
5.1 Rôle de l’acide gras synthétase
L’acide gras synthétase est une enzyme clé de la synthèse des acides gras.
Il catalyse la condensation du malonyl-CoA et de l’acétyl-CoA à l’aide du
NADPH pour produire principalement un acide gras saturé à 16 carbones, le
palmitate (Wakil, 1989). L’acide gras synthétase est une enzyme qui a été
montré comme étant surexprimée dans le cancer du sein (Alo et al., 1996; Kuhajda,
2000; Milgraum et al., 1997) ainsi que d’autres cancers (Baron et al., 2004; Pizer et
al., 199$). Sa surexpression a aussi été observée in situ dans des carcinomes
mammaires lobulaires et intraductaux qui sont des lésions associées à une
augmentation du risque de développer un cancer infiltrant (Milgraum et aÏ., 1997).
Contrairement aux cellules normales, l’activité de l’acide gras synthétase dans
les cellules cancéreuses est régulée indépendamment des facteurs nutritionnels
et hormonaux (Kuhajda, 2000). Des mesures ex vivo dans des tissus tumoraux
ont révélé des hauts niveaux d’acide gras synthétase et de synthèse d’acides gras
comparativement aux tissus normaux (Pizer et al., 199$). Ceci suggère une
implication du métabolisme des acides gras dans la carcinogénêse.
Dans les cellules du cancer du sein en culture, lorsque celles-ci sont
traitées avec la cerulenine ou le composé C75, des inhibiteurs de l’acide gras
synthétase, une forte diminution de la synthèse d’acides gras est observée ainsi
qu’un arrêt de synthèse d’ADN et du cycle cellulaire résultant en une induction
16
de l’apoptose (Pizer et al., 199$) (Kuhajda et al., 2000) (Li et al., 2001) . De plus,
l’utilisation de la technologie d’interférence de l’ARN (RNAi) contre l’ARNm
de l’acide gras synthétase dans les cellules cancéreuses de la prostate, résulte
également en une induction de l’apoptose (De Schrijver et al., 2003). Une
hypothèse envisagée est qu’une accumulation du malonyl-CoA suite à
l’inhibition de l’acide gras synthétase serait responsable de la mort cellulaire
(Pizer et al., 2000). Aussi, l’inhibition de l’acide gras synthétase avec le composé
C75 dans les cellules du cancer du sein provoque la diminution de l’expression
de l’oncogène HER-2/neu (Menendez et al., 2004). Ce dernier est également
impliqué dans la régulation de l’expression de l’acide gras synthétase via
l’activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), une enzyme impliquée
dans la prolifération et la survie cellulaire (Kumar-Sinha et al., 2003). Ainsi, ces
résultats suggèrent un rôle biochimique vital entre la synthèse d’acides gras et la
croissance des cellules tumorales.
6 Acides gras et apoptose
La mort cellulaire programmée fait partie intégrante de la physiologie normale
d’un organisme. Les cellules qui sont endommagées par des mutations peuvent se
produire à tout moment dans la vie d’un organisme multicellulaire ce qui peut résulter en
un cancer. L’organisme doit donc se débarrasser de ces cellules et ceci est effectué par
un mécanisme intrinsèque à la cellule résultant en un suicide cellulaire que l’on nomme
apoptose. Il est essentiel que ce processus soit régulé de façon contrôlée car une mort
cellulaire excessive ou insuffisante va changer l’intégrité des tissus ce qui peut mener à
des conséquences fatales pour l’organisme. Il existe plusieurs voies de signalisation
aboutissant à la mort cellulaire par apoptose (Reed, 2002). La première, appelée voie
intrinsèque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale dans les
mécanismes de lapoptose. Une autre voie est initiée à la surface de la cellule par des
récepteurs membranaires, c’est la voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort. Ces
deux voies de signalisation aboutissent toutes deux à l’activation des caspases, famille de
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protéases ayant un rôle clé dans l’apoptose (Degterev et al., 2003). 11 existe aussi d’autres
voies de signalisation apoptotique qui sont indépendantes des caspases (Lockshin and
Zakeri, 2004). De plus, outre la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et le
lysosome apparaissent comme des compartiments cellulaires déclencheur de l’apoptose
en cas de stress (Breckenridge et al., 2003; Guicciardi et al., 2004).
6.1 La voie intrinsèque mitochondriale
Les cellules qui entrent en apoptose sont caractérisées par des
changements morphologiques distincts et plusieurs protéines régulant ce
processus ont été identifiées (Reed, 2002). La mitochondrie joue un rôle central
dans le processus apoptotique (Fig. 4) (Kroemer et al., 199$). Suite à la phase
d’initiation au cours de laquelle les signaux inducteurs d’apoptose convergent vers la
mitochondrie, la phase de décision, qui est contrôlée par les membres de la famille de
protéines Bd-2, entraîne la perméabilisation des membranes mitochondriales et la
libération de facteurs apoptogênes. Enfin, une phase de dégradation mettant en jeu les











Voie intrinsèque mitochondriale de l’apoptose impliquée dans la
du cytochrome C. Voir le texte pour une description. AIF,
inducing factor; CL, Cardiolipine.
La première perturbation cellulaire détectable est une dépolarisation de la
membrane mitochondrial tAWm), qui se produit bien avant l’exposition des
phosphatidylserines au niveau de la membrane cytoplasmique cellulaire, l’activation de
la cascade des caspases, l’activation des endonucléases et la fragmentation de l’ADN
(Goldenthal and Marin-Garcia, 2004). Suite à la AWm, la mitochondrie libère des
protéines apoptogènes séquestrées dans l’espace intermembranaire mitochondrial. Plus
précisement, la majorité des stimulis apoptotiques provoquent la libération de
protéines mitochondriales dans le cytosol comme le cytochrome c, la protéine
Smac/Diablo et la protéine AIF (Daugas et al., 2000; Du et al., 2000; Zou et al.,







l’activation des caspases et la mort cellulaire (Zou et al., 1999). En effet, le
cytochrome c au niveau du cytosol va former l’apoptosome en se liant à la
protéine Apaf-l et la pro-caspase-9 menant ainsi à l’activation des caspases-3 et
-7. Le mécanisme qui provoque le relâchement du cytochrome e de ta
mitochondrie n’est pas clair. Une possibilité est que la libération du
cytochrome c soit causée par la perméabilisation transitoire de la membrane
mitochondriale externe suite à la formation de pores de transition de
perméabilité (PTP) (Green and Kroemer, 199$). Aussi, le relâchement du
cytochrome c pourrait survenir via la formation non-spécifiqe de “trous” dans la
membrane externe de la mitochondrie (Goldstein et al., 2000). Peu importe le
processus par lequel le cytochrome e est relâché dans le cytosol, ce mécanisme
est contrôlé par la famille des protéines Bel-2. En effet, certains membres de la
famille vont inhiber la libération du cytochrome e et promouvoir la survie
cellulaire (Bel-2, Bcl-xL, Bel-w) tandis que d’autres vont favoriser la libération
du cytochrome e pour ainsi promouvoir l’apoptose (Bax, Bad, Bid) (Cory and
Adams, 2002). Aussi, le programme de l’apoptose utilise les membranes
cellulaires comme transducteurs afin de générer des signaux opérationnels (Cui
and Houweling, 2002; Ravichandran, 2003). Les lipides sont d’importants
constituants des membranes cellulaires et ont le potentiel de régler l’efficacité
du signal en dirigeant celui-ci au bon endroit, en étant la source de nouveaux
signaux ou en étant des intermédiaires de la réponse (Wright et al., 2004).
6.2 Céramides
Il a été démontré que les acides gras saturés, tels le palmitate et le
stéarate, sont des précurseurs importants de la synthèse de novo des
sphingolipides comme les céramides (Fig. 5) (Paumen et al., 1997b). En effet, la
synthèse de novo des céramides est initiée par la condensation par la sérine
palmitoyltransférase d’une sérine et du palmitoyl-CoA pour produire le 3-
kétodihydrosphingosine qui sera par la suite réduit en dihydrosphingosine. Le
dihydrocéramide est ensuite formé par la liaison d’un groupement acylé sur la
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fonction amide du dihydrosphingosine par la céramide synthétase. Le céramide
est ensuite formé par l’introduction d’une double liaison. Celui-ci peut servir
de précurseur à différents sphingolipides complexes (Futerman and Hannun, 2004).
Les céramides peuvent également être produits par l’hydrolyse de la
sphingomyéline par la sphingomyélinase suite à l’activation de récepteur de
















Figure 5: Voie de synthèse de novo des céramides
Les céramides sont des seconds messagers qui exercent une variété de
réponses biologiques, dépendant du modèle cellulaire, incluant des effets
mitogéniques, la survie des cellules, l’inhibition de la croissance et l’apoptose
(Ohanian and Ohanian, 2001) . Les multiples activités des céramides suggèrent
qu’ils doivent posséder plusieurs cibles pouvant mener à différentes voies de
signaux de transduction. Par exemple, les céramides sont capable d’activer la
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«stress-activated protein kinase! c-Jun N-terminal kinase» (SAPK!JNK) pour
induire l’apoptose (Verheij et al., 1996). De plus, il a été démontré que les
céramides étaient capables de diminuer la phosphorylation de la protéine kinase
B (PKB), ce qui a pour effet d’inhiber l’effet antiapoptotique de cette dernière
(Schubert et al., 2000) (PowelI et al., 2003). Un groupe a aussi démontré que le
palmitate et le stéarate induisent l’apoptose dans des lignées hématopoïétiques
de souris (Paumen et al., 1997b) ainsi que les cardiomyocytes (Hickson-Bick et
al., 2000) via la synthèse de céramides. Par contre, les acides gras insaturés
n’ont aucun effet apoptotique sur ces cellules. Dans les îlots de rat, les acides
gras saturés causent l’apoptose des cellules (3 via une augmentation de la
synthèse des céramides (Maedler et al., 2001; Unger and Orci, 2002) alors que les
acides gras insaturés augmenteraient plutôt la prolifération à de faibles
concentrations de glucose (Maedler et al., 2001)(El-Assaad et al.. 2003). En plus de
leur action proliférative, les acides gras insaturés protègent les cellules (3 de
l’apoptose induite par le palmitate via une augmentation de Bel-2 (Maedler et al.,
2003). Une autre étude effectuée sur des ilôts humains a confirmé l’implication
des céramides dans l’effet apoptotique des acides gras en plus de démontrer une
réduction de Bel-2 (Lupi et al., 2002).
6.3 Stress oxydatif
La phosphorylation oxydative est la principale source de génération d’espèces
réactives de l’oxygène (ROS) (anion superoxide 02, peroxyde d’hydrogène F1202,
radical hydroxyl OH) qui sont responsables du stress oxydatif chez les cellules
eucaryotes (Femandez-Checa et al., 1998). Les ROS peuvent également être générés par
la NADPH oxydase (Geiszt and Leto, 2004). Ils sont capables de participer à
l’ouverture du PTP à la mitochondrie et de diminuer le AWm provoquant ainsi le
relarguage du cytochrome C (Boya et al., 2003). De plus, les ROS peuvent également
affectés l’interaction entre la cardiolipine (voir section 5.4) et le cytochrome C (Nomura
et al., 2000).
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Des études ont démontré que certains acides gras polyinsaturés peuvent
provoquer l’apoptose chez des cellules cancéreuses en culture (Chajes et al., 1995;
Das, 1999; Hawkins et al., 1998; Hong et al., 2002). Par contre, le mécanisme par
lequel ces acides gras induisent l’apoptose n’est pas clair. Des études sur des
cellules cancéreuses du foie et du sein démontrent que la peroxidation des
lipides insaturés suite à la formation de radicaux libres serait responsable de ce
phénomène (Chajes et al., 1995; Hawkins et al., 1998). De plus, il semble qtie
l’utilisation d’antioxydants protège contre l’apoptose induite par ces acides gras
polyinsaturés. La surexpression de Bd-2 diminue aussi l’apoptose induite par
ces acides gras polyinsaturés (Das, 1999). La peroxidation de ces acides gras
mène aussi à la formation de H202 qui est connu comme un agent pouvant
induire l’apoptose (Bauer, 2002; Mates and Sanchez-Jimenez, 2000). Dans les
cellules HL-60, les acides gras polyinsaturés augmentent la formation de ROS
provoquant ainsi la chute du AWm et l’apoptose (Arita et al., 2001). Aussi, le
palmitate induit l’apoptose chez les cellules CHO en provoquant la formation de
ROS et cette mort cellulaire peut être inhibée par l’utilisation d’antioxydant
(Listenberger et al., 2001). Dans les cellules 3 des flots de Langerhans de rats
diabétiques, le palmitate, via la production de céramides, stimule l’expression
de la NO synthase inductible (iNOS) qui catalyse la formation du radical
cytotoxique NO provoquant ainsi l’apoptose (Shimabukuro et al., 1998). Par
contre, les acides gras ne stimulent pas la iNOS dans la lignée cellulaire 3-
pancréatique INS-1 (Maestre et al., 2003)
6.4 Cardiolipine
La cardiolipine est un phospholipide anionique constituée de quatre
acides gras insaturés qui se retrouve presque exclusivement située au niveau de
la membrane interne de la mitochondrie et particulièrement aux sites de contact
entre la membrane interne et externe (Schlame et al., 2000). La synthèse de
novo de la cardiolipine à partir des acides gras est décrite en figure 6. Due à sa
distribution mitochondriale presque exclusive, la cardiolipine est considérée
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comme un élément essentiel au bon fonctionnement de la mitochondrie (Grijalba
et al., 1999). En effet, plusieurs protéines associées à la chaîne respiratoire
dépendent de la présence de cardiolipine pour leur bon fonctionnement comme
la cytochrome c oxydase et le cytochrome e (Zhang et al., 2002). Le
cytochrome e est situé à la membrane interne de la mitochondrie en association
avec la cardiolipine par des liaisons électrostatiques et hydrophobiques
(Schlame et al., 2000). Cette association facilite le transport d’électron entre le
complexe III et IV de la chaîne respiratoire (Zhang et al., 2002). Des
modifications du métabolisme de la cardiolipine ont été détectées au cours des
premières étapes du processus apoptotique (Iverson and Orrenius, 2004). En
effet, une diminution de cardiolipine va provoquer la libération du cytochrome c
de la mitochondrie vers le cytosol, ce qui va mener à l’activation de la cascade
menant à l’apoptose. Dans les cardiomyocytes, le païmitate induit Ï’apoptose en
provoquant une diminution de la synthèse de la cardiolipine qui est suivie par la
libération du cytochrome c dans le cytosol (Ostrander et al., 2001). Par contre,
l’oléate n’induit pas la mort cellulaire et n’affecte pas les niveaux
intracellulaires de cardiolipine. Aussi, il a été postulé que la cardiolipine est un
intermédiaire dans le recrutement des protéines pro-apoptotiques à la surface
des mitochondries (Lutter et al., 2000). Les protéines Bid et Bax en réponse à
un stimulus apoptotique vont s’associer à la mitochondrie en se liant à la
cardiolipine pour ainsi déstabiliser l’intégrité de la membrane mitochondriale




















Figure 6: Voie de synthèse de novo de la cardiolipine
7 Récepteurs activés par les acides gras
Les cellules possèdent à leur surface des récepteurs membranaires qui permetent
de recevoir une multitude de signaux extracellulaire. L’interaction entre le ligand et son
récepteur crée une modification du récepteur qui conduit, par exemple, à l’ouverture
d’un canal ionique ainsi qu’à la transmission d’un signal à un effecteur distant du
récepteur par l’intermédiaire de réactions enzymatiques. Ainsi, l’activation de
récepteurs membranaires déclenche des modifications qui peuvent rester localisées à la
membrane, s’étendre à l’ensemble du cytoplasme ou atteindre le noyau. Ce phénomène
permet la régulation de diverses fonctions biologiques comme la prolifération cellulaire,
la survie et l’angiogénèse.
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7.1 Récepteurs couplés aux protéines G
Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) sont des récepteurs
membranaires qui sont activés par une grande variétés de ligand incluant entre
autres des peptides, des hormones, des acides aminés, des nucléotides, des
facteurs de croissance et des lipides (Wise et al., 2004). Ces récepteurs sont
caractérisés par la présence de sept hélices-a qui traversent la membrane
plasmique séparés par des boucles intracellulaires et extracellulaires.
L’extrémité NH2 terminal est exposée à l’environnement extracellulaire tandis
que la portion COOH terminal est située à l’intérieur de la cellule.
En général, la liaison du ligand à son GPCR provoque un changement
conformationel de ce dernier, ce qui va entraîner l’activation des protéines G
hétérotrimériques (Cabrera-Vera et al., 2003). L’activation de ces protéines G
va provoquer une cascade de réponses intracellulaires régulant le
fonctionnement de la cellule comme la différentiation et la prolifération (fig. 7)
(Marinissen and Gutkind, 2001; Radeff-Huang et al., 2004). Ces protéines G
sont composées d’une sous unités a (Ga) qui interagit avec un complexe
f3’ (Gf3’). L’activation du GPCR provoque l’échange d’une molécule de GDP
pour une molécule de GTP au site actif de Ga, ce qui entraîne une dissociation
du complexe Ga et Gf3y. Ainsi, ces deux complexes peuvent interagir avec
différents effecteurs intracellulaires comme des enzymes et des canaux ioniques
(Hermans, 2003). La complexité et la spécificité de la signalisation par les
GPCRs provient principalement du fait qu’il existe environ 23 types de sous
unités a, au moins 6 sous unités 1 et 12 sous unités ‘ (Cabrera-Vera et al.,
2003). Les différents types de sous unités a ont été classifiés en quatre
familles: Gai/o, Gas. Gaq et Ga12/13. En général, Gas va stimuler l’activité
de Ï’adénylate cyclase, l’enzyme responsable de la production de cAMP, ce qui
va provoquer l’activation de la protéine kinase dépendante du cAMP (PKA). En
revanche, Gai/o va inhiber l’activité de l’adénylate cyclase entraînant une
diminution des niveaux de cAMP. Un récepteur couplé à Gaq va stimuler
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l’activité de la phospholipase C (PLC) ce qui va provoquer l’hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate pour former du diacylglycérol (DAG) et de
l’inositol 1,4,5-triphosphate (1P3). Ainsi, l’1P3 formé va stimuler la libération
du calcium des compartiments intracellulaires en se liant au récepteur 1P3
présent à la surface du réticulum endoplasmique. Aucun effecteur pour
Ga12/13 n’a été identifié à ce jour. En ce qui concerne GI3’, il peut également
moduler l’activité de plusieurs enzymes et canaux ioniques (Cabrera-Vera et al.,
2003).
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Figure 7: Activation des différentes protéines G en réponse à la liaison d’un
ligand à son GPCR. Une grande variété de ligands utilisent les GPCRs pour
stimuler des cibles cytoplasmiques et nucléaires via les protéines G. Cette
signalisation régule diverses fonctions biologiques comme la prolifération
cellulaire, la survie et l’angiogénèse. DAG, diacylglycérol; FSH, follicle
stimulating hormone; GEF, guanine nucleotide exchange factor; LH, leuteinizing
hormone; LPA, acide lysophosphatidique; PAF, platelet activating factor; PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase; PKC, protéine kinase C; PLC, phospholipase C;
SIP, sphingosine-l-phosphate; TSH, thyroid-stimulating hormone. (Marinissen
M.J. et Gutkind J.S., 2002)
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Plusieurs dérivés des acides gras comme les prostaglandines (Coleman et al.,
1994), les leukotriènes (Sarau et al., 1999), l’acide eicosatétraenoique (Hosoi et al.,
2002), l’acide lysophosphatidique (LPA) (MilIs and Moolenaar, 2003) et la sphingosine
1-phosphate (S1P) (Radeff-Huang et al., 2004) , sont des ligands pour des GPCRs. La
stimulation de ces GPCRs par leur agoniste respectif induit une variété de réponses
cellulaires incluant la prolifération (Radeff-Huang et aI., 2004). Ainsi, l’activation d’un
GPCR menant à la prolifération cellulaire implique la modulation de plusieurs enzymes
des voies de signaux de transduction intracellulaire comme l’adénylate cyclase, les
phospholipases, les canaux ioniques et les protéines kinases (Schulte and fredholm,
2003). Par exemple, le LPA et la S1P sont des lysophospholipides qui initient et
régulent la prolifération cellulaire par un mécanisme semblable aux facteurs de
croissance (Miils and Moolenaar, 2003; Moolenaar et al., 2004; Spiegel and Milstien,
2003). En effet, ils activent diverses voies de signalisation comme par exemple la voie
de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et celle des “mitogen activated protein
kinases” (MAPK) (Grey et aI., 2002; Yart et al., 2002). De plus, le LPA et le SÏP
augmentent la prolifération des cellules du cancer du sein (Goetzl et al., 1999).
GPR4O : Récepteur aux acides gras
Récemment, trois groupes ont indépendements identifié GPR4O comme étant un
GPCR capable d’être activé par les acides gras à moyenne et longue chaîne (Briscoe et
al., 2003; Itoh et al., 2003; Kotarsky et al., 2003). GPR4O est une protéine de 300 acides
aminés possédant sept domaines transmembranaires caractéristiques des GPCRs. Le
gène codant pour GPR4O ne possède pas d’introns et est situé sur le locus chromosomal
19q13.Ï tout comme les gènes codant pour GPR41 ainsi que GPR43 (Sawzdargo et al.,
1997), qui sont des GPCRs pouvant être activés par les acides gras à courtes chaînes
(Brown et al., 2003). Les acides gras augmentent rapidement le calcium intracellulaire
via GPR4O. Ce dernier est fortement exprimé dans les cellules 1 pancréatiques et il est
impliqué dans l’amplification par les acides gras de la sécrétion d’insuline stimulée par
le glucose (Itoh et al., 2003; Poitout, 2003). Cc récepteur est également présent dans
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divers tissus (Kotarsky et al., 2003) et dans la lignée cellulaire cancéreuse mammaire
MCF-7 (Yonezawa et al., 2004). De plus, les acides gras insaturés, contrairement aux
acides gras saturés, augmentent le calcium intracellulaire chez les MCF-7 ce qui suggère
l’implication de GPR4O dans ce phénomène (Yonezawa et al., 2004). Par contre, aucune
étude n’a démontré de façon directe que les acides gras peuvent lier GPR4O.
7.2 Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
Tout comme les différents récepteurs nucléaires, les “peroxisome
proliferator-activated receptors” (PPAR5) sont des facteurs de transcription activés
par des ligands qui contrôlent l’expression de plusieurs gènes en interagissant
avec une séquence spécifique de l’ADN situé dans le promoteur de certains
gènes cibles (Desvergne and Wahli, 1999). Il a été démontré que ces récepteurs
nucléaires sont capables de lier les acides gras et d’être activés par ceux-ci
(Ferre, 2004). 11 existe trois types de PPAR qui sont catégorisés en sous-types:
PPARcI, PPAR(3 et PPAR’. PPARcL est fortement exprimé dans le foie, le coeur,
le rein et le muscle squelettique. PPARf3 est exprimé de façon ubiquitaire tandis
que PPAR’y est exprimé surtout dans le tissu adipeux et le système immunitaire.
La différence au niveau de la distribution des différents sous-types suggère un
rôle biologique différent. En effet, PPARa semble jouer un rôle important dans
le métabolisme hépatique des lipides et son expression corrèle avec un niveau
élevé d’oxydation des acides gras. Par contre, PPAR’ serait important dans la
différentiation des adipocytes, l’entreposage des lipides et la réponse
immunitaire. Le rôle de PPARI3 n’est pas encore très bien connu mais il semble
qu’il aurait un rôle important dans l’oxydation des acides gras.
Il existe plusieurs gènes régulés par les PPARs dont certains gènes du
métabolisme des lipides et du glucose (Ferre, 2004). De plus, les nombreux
gènes régulés par les acides gras via les PPARs ont des rôles importants dans la
différentiation cellulaire et la carcinogenèse mammaire (Michalik et al., 2004).
En effet, il existe des évidences indiquant que PPAR’ aurait un rôle à jouer dans
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la croissance et la différentiation cellulaire ainsi que dans l’apoptose des
cellules cancéreuses mammaires (Kilgore et al., 1997; Lapillomie et al., 2003;
Mueller et aÏ., 1998). Par contre, plusieurs effets biologiques induits par les
acides gras ne dépendent pas de l’activation des PPARs (Louet et al., 2001; Sauer
et al., 2000).
7.3 Récepteur à l’EGF
Les acides gras insaturés, contrairement aux acides gras saturés, peuvent
induire la phosphorylation des résidus tyrosines sur le récepteur à l’EGF dans
les cellules endothéliales (Duval et al., 2002; Vacaresse et al., 1999). Le récepteur à
l’EGF (aussi appelé erbB-1 et HER) fait partie de la famille erb qui comprend
quatre membres (erbB-l, -2, -3, -4) ayant chacun des caractéristiques
signalétiques qui lui sont propres (Rowinsky, 2004). Le récepteur à l’EGF est
une protéine transmembranaire associée à la membrane plasmique qui, lorsque
activé, est impliqué dans la transduction de signaux menant généralement à la
prolifération cellulaire (Holbro and Hynes, 2004). En effet, une surexpression
de ce récepteur est associé à la carcinogenèse mammaire et est également
impliqué dans divers types de cancer (Rowinsky, 2004). La liaison du ligand au
récepteur à l’EGF induit sa dimérisation et l’autophosphorylation de ses résidus
tyrosines ce qui va entraîner le recrutement de protéines adaptatrices et des
enzymes incluant entre autres la PLC’y et la sous unités p85 de la PI3K (Hoibro
and Hynes, 2004). De plus, le recrutement des protéines adaptatrices va mener
à l’activation de la voie MAPK. Ainsi, les acides gras insaturés activent la voie
MAPK dans les cellules endothéliales via l’activation du récepteur à l’EGF et le
recrutement des protéines adaptatrices SHP2, SHC et GRB2 (Vacaresse et al.,
1999). Le même phénomène est aussi observé dans les cellules de rein avec
l’arachidonate (Dulin et al., 199$).
Le récepteur à l’EGF peut également être activé via l’activation d’un
autre type de récepteur, soit le GPCR (Fig. 8). Ce phénomène de transactivation
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a été démontré dans plusieurs types cellulaires avec différents ligands (Buteau et
al., 2003; Daub et al., 1997; Gao et al., 2001; Maudsley et al., 2000). Dans certains
cas, il implique la protéine tyrosine kinase src qui, suite à l’activation d’un
GPCR, va phosphoryler directement certains résidus tyrosines du récepteur à
l’EGF (Gao et al., 2001). Dans d’autres cas, cette transactivation requiert la
maturation protéolytique de ligands transmembranaires pour le récepteur à
l’EGF afin de libérer les fragments solubles et actifs des ligands (Daub et al.,
1997; Prenzel et al., 1999). Ce système implique donc l’activation de
métalloprotéinases transmembranaires via un second messager intracellulaire en
réponse à l’activation du GPCR. Comme second messager, différentes études
ont proposé un rôle pour la phospholipase C, le calcium intracellulaire, le
complexe G3’ et src (Gschwind et al., 2001). Par exemple, le “glucagon-like
petide-1”, après la liaison à son GPCR, induit la prolifération de la lignée
cellulaire f3-pancréatique 1NS832/l3 via la transactivation du récepteur à l’EGF
par un mécanisme dépendant de src et du clivage de la betacelluline, un ligand
du récepteur à l’EGF (Buteau et al., 2003). Donc, la possibilité que les acides
gras puissent provoquer la transactivation du récepteur à l’EGF via la liaison à
un GPCR comme GPR4O n’est pas écartée.
8 Transduction de signaux et molécules de signalisation activées par les acides gras
En réponse aux signaux extracellulaires, la cellule augmente ou diminue l’expression de
gènes spécifiques menant à l’altération du métabolisme, la prolifération, la survie, la
différentiation, ou l’apoptose. De plus, des évidences suggèrent que les acides gras, en
plus de leur rôle de composants des membranes lipidiques et de source d’énergie,
peuvent agir comme second messager ou réguler des molécules impliquées dans les
voies de transduction de signaux (Nwang and Rhee, 1999). Il existe différentes voies de
signalisation dans les cellules. En effet, la liaison d’un ligand à son récepteur active
différentes cascades de protéines kinases menant à une réponse de la cellule à ce
stimulus (Fig. 8). De plus, il existe une intercomiection entre les différentes voies de
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signalisation qui permet de moduler cette réponse cellulaire. Enfin, un dérèglement au
niveau des signaux de transduction intracellulaires peut entraîner une activation
constitutive de voies de signalisation et mener au développement ou à la promotion du
cancer.
Figure 8: Voies de signalisation menant û la prolifération et la survie
cellulaire. La liaison d’un ligand à son récepteur entraîne l’activation de
différentes cascades de signalisation suite au relarguage, recrutement et/ou
phosphorylation de diverses protéines. DAG, diacylglycérol; ER, réticulum
endoplasmique; 1P3, inositol 1,4,5-triphosphate; MMP, metaloprotéinase; PIP2,
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase;
PKA, protéine kinase A; PKB, protéine kinase B; PKC, protéine kinase C; PLC,
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8.1 Voie Raf/MEKJERK
L’activation de la voie de signalisation impliquant Raf/MEKIERK est une des voies les
plus connues au niveaux de l’étude de la transduction de signaux suite à la liaison d’un
ligand à son récepteur. L’activation de l’«extra-cellular signal related kinase» (ERK)
necessite sa phosphorylation sur des résidues tyrosines et thréonines par la «mitogenic
extracellular signal-regulated kinase» (MEK), qui lui est phosphorylé par la
serine/thréonine kinase, Raf (Chong et al., 2003). Ainsi, lorsque ERK1/2 est activé, il
peut phosphoryler d’autres protéines kinases et stimuler divers facteurs de transcription
menant généralement à la prolifération cellulaire (Zhang and Liu, 2002). L’arachidonate
et le linoléate ont été montrés pour activer la voie ras-ERK1/2 dans des cellules de rein
(Jiao et al., 1998). Aussi, les acides gras insaturés augmentent l’activité de ERK1/2 dans
les cellules cancéreuses mammaires résultant en une augmentation de l’adhésion des
cellules qui est un phénomène important lors du processus métastatique (Paine et al.,
2000). De plus, l’intégrine f31 est impliquée dans cette adhésion via l’activation de la
PKCE (Palmantier et al., 2001). Dans les cellules endothéliales et les cellules de rein,
une augmentation de la phosphorylation de ERK 1/2 est également observée en réponse
aux acides gras insaturés via le récepteur à l’EGF (Dulin et al., 1998; Vacaresse et al.,
1999). Aussi, l’expression de GPR4O favorise l’activation de ERKI/2 en réponse aux
acides gras mais aucune réponse cellulaire a été attribuée à cette activation via ce GPCR
(lob et al., 2003).
8.2 La phosphatidylinositol 3-kinase
La PI3K produit du phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate ainsi que le
phosphatidylinositol 3,4-biphosphate. La PI3K active une variété de voies de
signalisation distinctes qui participent à diverses actions biologiques. Parmi les
effecteurs de la PI3K, on retrouve les « phosphatidylinositol-dependent kinases »
(PDKs) qui à leur tour activent PKB (Anderson et al., 1998), la PKCt (Le Good et al.,
1998) et plusieurs autres voies de signalisation impliquées dans la survie ainsi que la
prolifération cellulaire (Brazil et al., 2004). La p7oS6Kinase et la «mammalian target
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ofrapamycin» (mTOR), qui augmentent la synthèse protéique, sont aussi des cibles de la
PI3K (Thomas and Hall, 1997). Enfin, la PI3K peut également activer la voie
Raf/MEK1ERK, ce qui mène subséquemment à la phosphorylation de facteurs de
transcription modulant l’expression des gènes (Chong et al., 2003). Ainsi, l’activation
de la PI3K est associée à la prolifération, la survie cellulaire, la synthèse du glycogène,
la lipogenèse, la synthèse protéique et la translocation du transporteur de glucose
GLUT4 à la surface des cellules (Leopold, 2004; Sul et al., 2000).
L’activité de la PI3K peut être régulée par les acides gras. En effet, les acides
gras insaturés arachidonate, docohexanoate et oléate, contrairement aux acides gras
saturés, augmentent l’activité de la PI3K dans les cellules endothéliales et myéloïdes
(Hii et al., 2001). L’arachidonate augmentent également rapidement l’activité de la
PI3K dans les neutrophiles (Chang and Wang, 2001; Liu et al., 2003). De plus, l’effet
antiapoptotique du docohexanoate implique la voie PI3K dans les cellules neuronales
(Akbar and Kim, 2002).
8.3 La protéine kinase B
Les produits de la PI3K sont capables de lier le domaine d’homologie aux
pleckstrines de PKB. Cette liaison permet la phosphorylation des résidus thréonine-308
et sérine-473 par PDK pour son activation (Franke et al., 1997). La PKB peut aussi être
activée indépendamment de la PI3K par la voie cAMP/PKÀ (Filippa et al., 1999). La
PKB exerce son action sur plusieurs cibles impliquées dans l’apoptose, le métabolisme,
la prolifération et la survie cellulaire (Brazil et al., 2004). Une fois activée, PKB est
trans]oquée de la membrane cellulaire vers différents compartiments cellulaires où elle
va phosphoryler ses différents substrats. Ainsi, PKB phosphoryle des effecteurs
cytoplasmiques, des protéines associées à la mitochondrie et entre dans le noyau pour
phosphoryler différents facteurs de transcription. En effet, cette enzyme est connue pour
activer la synthèse du glycogène via la glycogène synthase kinase-3 (GSK-3) (Cross et
al., 1995) et est impliquée dans le contrôle du métabolisme du glucose en stimulant
d’une part la translocation de microvésicules contenant le transporteur du glucose
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GLUT4 (Cong et al., 1997) et d’autre part en contrôlant l’activité de la 6-phosphofructo-
2-kinase (Deprez et al., 1997). De plus, l’activation de PKB bloque l’apoptose en
induisant la phosphorylation de la protéine apoptotique BAD provoquant ainsi sa liaison
à la protéine 14-3-3 (dcl Peso et al., 1997), en phosphorylant la caspase-9 résultant en
une inactivation de cette dernière (Suhara et al., 2001) et par la phosphorylation des
facteurs de transcription de type forkhead (Rena et al., 1999). PKB exerce son effet
prolifératif en partie via l’augmentation des niveaux de cycline Dl (Muise-Helmericks et
al., 1998) et l’activation de mTOR et la P7OS6Kinase (Cross et al., 2000) (Sekulic et al.,
2000).
Tout comme la PI3K, l’activité de la PKB est également régulée par les acides
gras. En effet, l’arachidonate augmente la phosphorylation de PKB dans les cellules
endothéliales (Hii et al., 2001). Aussi, l’oléate induit une accumulation de lipides dans
les adipocytes via l’augmentation de la phosphorylation de PKB et l’activation de la
voie PI3K (Whitehead et al., 2004). Au contraire, le palmitate diminue l’activité de
PKB via la production de céramides dans les cellules musculaires (Schmitz-Peiffer et al.,
1999). Enfin, il a été démontré que la surexpression d’un mutant PKB constitutivement
actif supprimait l’effet apoptotique des acides gras (Wrede et aÏ., 2002).
8.4 Les protéines kinases C
La famille des PKCs comprend 12 protéines kinases différentes qui sont divisées
en trois sous-familles ayant des profils d’activation distincts (Metzger and Kapifiammer,
2003). On retrouve les PKCs classiques (cPKC a, j3, y) qui sont activées par le
calcium, le DAG et les esters de phorbol. Il y a aussi les PKCs novels (nPKC ô, E,
r, 0) qui sont activées par le DAG et les esters de phorbol. Enfin, il existe les PKC
atypiques (aPKC ?, 1) qui sont insensibles au calcium et au DAG/esters de phorbol
mais seraient plutôt phosphorylées par PDK en réponse aux signaux mitogéniques (Chou
et al., 1998; Le Good et al., 1998).
35
L’activation des diverses isoformes des aPKCs ainsi que des nPKCs par le
diacylglycerol est connue pour être impliquée dans diverses réponses cellulaires incluant
la prolifération et l’apoptose (Cross et al., 2000; Greco et al., 2003). Les acides gras
peuvent aussi activer les cPKCs indépendamment du diacylglycérol. En effet, les acides
gras insaturés incluant l’oléate, le linoléate, le linolénate et l’arachidonate, augmentent
l’activité de certaines isoformes des cPKCs (Diaz-Guerra et al., 1991; Hug and Sarre,
1993). D’ailleurs les cPKC semble impliquée dans la prolifération cellulaire induite par
le linoléate dans les cellules du cancer du sein (Park et al., 2000). Au contraire, le
palmitate induit l’apoptose via l’activation de la PKOE dans les cellules f3 du pancréas
(Eitel et al., 2003). Dans ces mêmes cellules, les aPKCs sont impliqués dans la
stimulation de la sécrétion d’insuline par les acides gras (Yaney et al., 2000).
8.5 Le calcium
Les variations de la concentration de calcium intracellulaire interviennent dans
l’initiation de divers phénomènes incluant la dépolarisation membranaire ainsi que
l’activation d’enzymes et de diverses protéases (Sato and Kawashima, 2001). Le
calcium joue également un rôle déterminant dans les sécrétions et les phénomènes
d’exocytose (Bergsten, 2002). Il est donc indispensable au bon fonctionnement de la
cellule et à sa réplication mais son excès peut avoir des effets néfastes pouvant mener à
l’apoptose (Carafoli, 2004). La concentration de calcium dans le cytoplasme est
extrêmement faible parce que, outre les mécanismes de régulation de ses échanges avec
le milieu extracellulaire, il existe dans la cellule des organites susceptibles de le capter.
Ces organites sont principalement le réticulum endoplasmique, les mitochondries et le
noyau cellulaire. La concentration de calcium intracellulaire basale dépend de pompes
membranaires, et après un signal inducteur, dépend de l’ouverture de canaux calciques
transmembranaires et de la libération de calcium à partir du réticulum endoplasmique.
L’augmentation brutale de la concentration de calcium intracellulaire est en général un
signal régulateur pour la cellule. En effet, dès que le calcium est libéré dans le cytosol,
il peut moduler des protéines kinases, des phosphatases et des adénylates cyclases (Kuhl,
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2004). En effet, le calcium peut réguler entre autres la protéine kinase C, la
calmoduline, la calpaïne et la phospholipase A2.
La pénétration de calcium dans la cellule s’effectue via l’échangeur
sodium/calcium, les canaux voltage-dépendants et les canaux messager-dépendants
(canaux voltage-indépendant) (Zylinska and Soszynski, 2000). Le calcium sort de la
cellule grâce essentiellement à la pompe calcium-ATPase et l’échangeur sodium/calcium
(Zylinska and Soszynski, 2000). Au niveau du réticulum endoplasmique, l’entrée de
calcium en provenance du cytoplasme s’effectue par la pompe calcium-ATPase, SERCA
(Moller et al., 1996). Au contraire, la libération du calcium du réticulum endoplasmique
vers le cytoplasme s’effectue par l’intermédiaire du récepteur-canal dont l’ouverture est
stimulée par l’1P3 (Prentki et al., 1984) et du récepteur-canal à la ryanodine (RyR)
(Zucchi and Ronca-Testoni, 1997). Ainsi, le calcium peut être mobilisé du
réticulum endoplasmique par la génération de l’1P3 en réponse à l’activation de
récepteurs qui sont couplés à l’activation de la PLC (Hermans, 2003). Le RyR
est régulé par le calcium car en réponse à l’augmentation de la concentration de
calcium cytosolique, le RyR va provoquer la libération de calcium en
provenance du réticulum endoplasmique (Graves and Hinkle, 2003). Ce
processus identifié «calcium-induced calcium-release», est particulièrement
important dans les myocytes et pour les cellules 13 pancréatiques (Islam, 2002;
Nabauer et al., 1989).
Le mécanisme menant à la mobilisation de calcium intracellulaire par les acides
gras est très varié. Les acides gras insaturés, contrairement aux acides gras saturés,
régulent de façon négative des canaux calciques voltage-indépendants (Perez et al.,
1997) et les canaux calciques voltage-dépendants (Shimada and Somlyo, 1992) dans les
cellules musculaires lisses. Au contraire, l’oléate provoque l’augmentation de calcium
intracellulaire par le canal calcique voltage-dépendant (type L) qui est responsable de la
sécrétion de l’hormone sécrétine (Chang et al., 2000). Les acides gras augmentent aussi
l’activité des canaux calciques voltage-dépendant dans les cardiomyocytes (Huang et al.,
1992). L’oléate et l’arachidonate stimulent la mobilisation de calcium cytoplasmique
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en provenance du réticulum endoplasmique indépendamment de la phospholipase C et
de ta protéine Gi dans les cellules Jurkat (Gamberucci et al., 1997). Plus récemment, il a
été démontré que les acides gras augmentent rapidement le calcium intracellulaire via
GPR4O et que ce dernier est impliqué dans la sécrétion d’insuline induit par les acides
gras à haut glucose (ltoh et al., 2003). Enfin, chez les cellules MCF-7, qui expriment
GPR4O, les acides gras insaturés, contrairement aux acides gras saturés, augmentent le
calcium intracellulaire (Yonezawa et al., 2004). Par contre, aucun effet physiologique
n’a été attribué à cette augmentation de calcium par les acides gras dans cette lignée
cellulaire du cancer du sein.
8.6 Autres voies modulées par les acides gras
Les acides gras peuvent aussi activer d’autres protéines mais les conséquences
physiologiques de l’activation de ces protéines ne sont pas clairement établies. En effet,
les acides gras régulent directement l’activité de la phospholipase A2 (Raghupathi and
franson, 1992) et de la phospholipase D2 (Kim et al., 1999). Aussi, la protéine kinase
src est impliquée dans la phosphorylation de la connexine 43 en réponse à l’oléate dans
les cardiomyocytes (Huang et al., 2004). La PLC, qui peut aussi être régulée via
certaines protéines G, est également activée en réponse aux acides gras insaturés
(Hwang et al., 1996). De plus, la PLC pourrait être impliquée dans la prolifération
cellulaire induite par le linoléate dans les cellules du cancer du sein (Park et al., 2000).
Les acides gras ont longtemps été considéré comme étant uniquement des
composés essentiels qui sont utilisés par la cellule comme source et stockage d’énergie,
pour la formation des membranes et pour la synthèse de molécules impliquées dans la
signalisation. Il est maintenant de plus en plus évident qu’ils jouent aussi un rôle direct
dans le contrôle de l’expression génique via l’activation de différentes voies de
signalisation, permettant ainsi de modifier le métabolisme, la croissance, la
différentiation cellulaire et l’apoptose.
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9 Thématique et but du travail
Certaines études épidémiologiques ainsi que des expériences utilisant les
modèles animaux ont permis de postuler qu’une consommation élevée en acide gras peut
influencer le risque de cancer du sein. De plus, l’obésité, qui est associé à un niveau
plasmatique élevé d’acides gras, contribue à l’augmentation de l’incidence de plusieurs
types de cancer incluant le cancer du sein. Par contre, il existe peu d’information
concernant le mécanisme d’action des acides gras dans la carcinogenèse mammaire.
Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des acides gras sur la promotion du
cancer du sein, nous avons étudié les effets de deux des acides gras les plus abondants de
la circulation, l’oléate (C18:1) et le palmitate (C:16), sur la prolifération cellulaire et
l’apoptose en utilisant pincipalement la lignée cellulaire humaine du cancer du sein
MDA-MB-23 J.
Notre hypothèse implique que certains acides gras, lorsque présent en excès en
circulation, activent différentes voies de signaux de transduction des cellules
cancéreuses qui vont mener à une modification de la régulation de la prolifération
cellulaire. Ainsi, les acides gras vont influencer la promotion de la carcinogenèse
mammaire en favorisant la croissance et/ou en diminuant la mort des cellules qui




Oleate Activates Phospliatidylinositol 3-kinase, Promotes Proliferation
and Reduces Apoptosis of Breast Cancer Celis whereas Palmitate has
opposite effects’
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Running titie: FATTY ACIDS AND BREAST CANCER CELL GROWTH
Au cours de cette étude nous avons observé les effets de deux des acides gras les
plus abondants de la circulation, 1 ‘oléate et le palmitate, sur la croissance de lignées
cellulaires humaines du cancer du sein. Nos résultats démontrent que 1 ‘oléate, un acide
gras monoinsaturé, stimule la prolifération cellulaire tandis que le palmitate, un acide
gras saturé, provoque une diminution de la prolfération cellulaire. De plus, les cellules
incubées en présence de palmitate montrent des changements morphologiques
caractéristiques de 1 ‘apoptose, un clivage de la poly (ADP-ribose) polymérase et une
fragmentation de Ï ‘ADN. La diminution de la prolifération est donc associée à une mort
des cellules par apoptose. En revanche, Ï ‘oléate protège les cellules contre Ï ‘apoptose
induite par le palmitate. Enfin, la phosphatidylinositol 3-kinase (P13K) seinhie
impliquée dans le mode d ‘action de ces acides gras. Ainsi, l’ensemble des résultats
démontrent que le type d’acides gras influence la carcinogenèse unammaire. La P13K
semble impliquée dans la transduction de signaux intracellulaire induit par les acides




Epidemiologic studies and experiments using anima] models and cultured breast
cancer celis have suggested that high intake of dietary fat could increase breast
cancer risk. Littie is known about the biochemica] pathways by which various free
fatty acids (FFA) influence breast cancer ce]l proliferation and apoptosis. The
present study was designed to investigate the effects of the two most abundant
circulating FFA, o]eate and palmitate, on established human breast cancer ccl] unes
after a short period of serum starvation. The unsaturated FFA oleate (C:18:1)
stimulated ce]] proliferation whereas the saturated FFA pa]mitate (C:16) dose
dependently inhibited ce]] growth. The haif maxima] effective concentrations of
oleate and palmitate in the presence of a]bumin were 5 and 25 1iM, respectively.
The growth inhibitory effect of palmitate in MDA-MB-231 ce]] was related to the
induction of apoptosis as indicated by morpho]ogica] and biochemica] criteria.
Moreover, o]cate protected cel]s against the proapoptotic action of palmitate.
O]eate and palmitate respective]y increased and decreased phophatidy]inositol 3-
kinase (P13-K) activity and the actions of the two FFA on the enzyme were
antagonistic. The P13-K inhibitors wortmannin and LY294002 complete]y blocked
the proliferative action of oleate. 2-bromopalmitate, a non-metabolizab]e analog,
did flot affect MDA-MB-231 ceil growth suggesting that palmitate bas to be
metabo]ized to exert its effect. Thus, varions types of fatty acids are not equivalent
with respect to their actions on breast cancer ce]] growth and apoptosis. The
resuits support the concept that P13-K is implicated in the contro] of breast cancer
ceil growth by FFA and that P13-K may provide a link between fat and cancer.
The data are also consistent with the view that the type of FFA and their ratios in
the diet in addition to the total amount of fat influence mammary carcinogenesis.
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INTRODUCTION
Breast cancer affects a growing number of women around the world.
Unfortunately, almost ail is known with certainty about its causes, are factors over which
no preventive action can be easily taken, like genetics and the age at which a woman lias
a chuld. Epidemiologic studies indicate that women in countries with high fat diets have
risk of breast cancer that can be 5-fold higlier than those in countries with 10w fat
consumption (1-3). from these observations, it lias been postulated that high intake of
dietary fat could increase breast cancer risk (3). The dietary fat hypothesis bas been
supported by a meta-analysis of case control studies and by a large number of studies
using animal modeis and cuitured breast cancer ceils (4). In contrast, recent prospective
epidemiologic studies faiied to confirm the hypothesis (5) and, moreover, a recent large
study showed a small but significant inverse correlation (6). In addition, the latter study
failed to uncover any positive association with specific major types of fat.
The question why epidemiologic studies bave not been as consistent as animal
studies in relating fat intake and breast cancer risk is a complex one. On the one hand,
nutritional epidemiology suffers from profound imprecision of exposure measurernents.
It lias been argued that this imprecision leads to substantial underestimation of disease
exposure associations, such as relative risk and dose response. Also, ail cohort studies
focused on fat consumption during adultliood whereas it is possible that fat intake during
adolescence may be of greater importance for subsequent breast cancer deveÏopment.
On the other hand, inconsistencies also exist in experimental studies. A recent meta
analysis of about one hundred rodent studies indicated that n-6 polyunsaturated fatty
acids have a strong tumor-enhancing effect whereas saturated fatty acids have a weaker
effect (7). Monounsaturated fatty acids and n-3 polyunsaturated fatty acids had no
statistically significant effects (7-10). However, as review by Hardy (11), many studies
reported contradictory conclusions witli respect to the respective actions of the different
types of fatty acids, particularly for oleic acid, in the animal mammary tumor models.
As the ratio, type and amount of fatty acids may influence in different ways tumor
development in animais, conflicting resuits may be explained in part by the fact that fat
is generaily administered as a mixture of several different fatty acids and not as
individual fatty acids (11, 12). Different effects of saturated and unsaturated fatty acids
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on ceil proliferation and promotion lias aiso been documentcd in breast cancer ccli
culture studies (13-17). These inconsistencies could be reiated to differences in culture
conditions or the use or not ofalbumin-bound fatty acids (18, 19). Thus, several in vitro
studies tested the action of fatty acids unbound to BSA at concentrations far above their
critical micellar concentrations. This raises doubts about the resuits obtained with such
unphysiological conditions.
In an effort to ciarify these problems, we based our works on the premise that assessing
the effects of individual major dietary fatty acids on cdl proiiferation wiii heip to
undcrstand the mechanisms by which fatty acids may influence tumor ceiis and, thereby,
be hclpful in the design of future epidemiologic studies and eventuaiiy dietary
counseiing. Reiativeiy littie information exists on the biochemical pathways by which
fatty acids influence tumor ccli proliferation. The discovery that fatty acid synthase
(FAS), an enzyme essential to fatty acid metabolism, is a prognostic indicator of breast
cancer progression strengthens the hypothesis that fatty acids are involved in the
regulation of tumor ccli growth (20-23). AIso, consistent with this view is the
observation that trogiitazone, a ligand for peroxisome proliferator-activated receptors y,
a nuciear receptor which aiso binds various fatty acids, markediy influences the growth
and apoptosis of various cancer ceiis (24-28). We recently proposed that fatty acids
could influence insulinoma ccli growth through the induction ofproto-oncogenes like c
fos via Ca2 and protein kinase C signaling (29). Thus, much rernains to be leamed about
the primary target of fatty acïds in relation to oncogenesis. Phospliatidyiinositoi 3-
kinase (P13-K) phosphorylates inositol lipids that act as second messengers for several
pathways reiated to cdl proliferation and apoptosis (30-33). Whether long chain fatty
acids influence ccli proliferation via P13-K is unknown.
In the present study, the actions of the two most abundant circulating fatty acids,
oleate and palmitate, were investigated in estabiished human breast cancer ccli unes
after a short period ofserum starvation. We found that oleate (C:l8:1, unsaturated fatty
acid) stimulates ccli proliferation whereas palmitate (C:16, saturated fatty acid)
promotes apoptosis. Moreover, oleate protects celis against paimitate-induced
apoptosis. Evidence that P13-K may be implicated in the mode of action of these fatty
acids is also provided.
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MATERIALS AND METHOUS
Ceil Lines and Culture Conditions. The human breast cancer ceil unes MCF
7, ZR-75-1, T-47-D and MDA-MB-231 were obtained from the American Type Culture
Collection. Ceils were cultured at 37°C and 5% C02 in phenol red-free MEM medium
with non-essential amino acids supplemented with 2mM glutamine, 10 ig/ml insulin
and 10% heat-inactivated fetal bovine serum (fBS). Albumin-bound fatty acids were
prepared by stirring fatty acid sodium saits (99% purity, Sigma) at 37°C with 5%
fraction V bovine serum albumin (BSA) essentially fatty acid free (Sigma) as described
before (29). Afler being adjusted to pH 7.4, the solution was filtered through a 0.22-tm
filter, and the fatty acid concentration was measured using a NEFAC kit (Wako
Chemicals GmbH). When BSA-bound fatty acids were added to serum free culture
medium, the final concentration ofBSA was aiways adjusted to 0.5%.
13H1-thymidine Incorporation. Celis were seeded at 5000 cells/well in 96-well
plates and incubated for 24 h in standard medium. After a 24 h starvation period in
media without insulin and serum but with 0.5% BSA-fatty acid free, cells were
incubated without or with BSA-bound fatty acids for 24 h. DNA synthesis was then
assayed with a pulse of [3H]-thymidine (1 llCi/well; specific activity, 71 Ci/mmol) during
the last 4 h of incubation. Ceils were harvested with a PHD ceil harvester from
Cambridge Technology (Watertown, MA) and the radioactivity retained on the dried
glass fiber filters was counted with a Packard scintillation spectrophotometer (34).
Apoptosis Assay. CelIs were seeded in 100 mm Petri dishes at 1x106 cells/dish
and treated as described in the figure legends. To determine the percentage of apoptotic
cells, the detached ceils present in the culture medium and in a 5 ml PBS washing ofthe
dish were centrifuged at 1,000 x g for 5 mm, resuspended in PBS and counted with a
hemacytometer. The attached cells were trypsinized and counted. The percentage of
apoptotic ceils in triplicate dishes was evaluated by dividing the number of detached
cells by the total number of cells (detached + attached). This method for quantification
of apoptotic cells (cdl rounding and blebbing) gave resuits that were similar within 5%
to direct counting of celis with apoptotic morphology (ccli rounding and blebbing) in
random-selected fields using a Nikon Diaphot inverted photomicroscope (200 X).
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Analysis of DNA Laddering by Agarose Gel Electrophoresis. Cellular DNA
was extracted from detached celis by the salting out procedure described by Miller and
al. (35). Electrophoresis was done in 1.5% agarose gels in Tris-borate buffer (pH 8.0).
DNA was visualized under UV illumination after staining with ethidium bromide.
Protein Extraction and Analysis. Total protein extracts were prepared by
lysing celis in protein extraction buffer [65 mM Tris (pH 6.8), 6 M urea and 2% SDS]
followed by sonication to shear the DNA. Afier determination of protein concentration
using the Bio-Rad DC (Detergent Compatible) colorimetric assay with BSA as a
standard, DTT was added to a concentration of 5% (V/V) and the samples were boiled 5
min before performing SDS-PAGE and Western blotting. Following incubation with
PARP/Ab-2, a mouse monoclonal antibody (Calbiochem) directed against poly-(ADP
ribose)-polymerase (PARP), the membrane was incubated with horseradish peroxidase
conjugated goat anti-mouse antibody (Amersham Corp.) and the bound peroxidase was
revealed with the SuperSignal (Pierce) detection kit.
P13-K Activity Measurements. MDA-MB-231 celis were grown in 150 mm
Petri dishes. Following a 5-min incubation period in the presence of various test
substances, P13-K was assayed as described (36). In brief, P13-K was
immunoprecipitated from 5 mg of total protein extracts with an anti p85PI3-K antibody
(Santa Cruz, CA) and resuspended in 50 jil of a buffer containing 20 mM Tris-HC1 (pH
7.5), 100 mM NaC1, and 100 mM EGTA. After incubation for 10 min with 10 jig of L
a-phosphatidylinositol, 10 !lCi of [y32P]-ATP were added with 10 mM MgCI2. The
reaction was stopped afier 4 min at room temperature with a mixture of CHC13-MeOH-
HCI (100:200:2) and the lipids were extracted and separated by thin layer




Opposite Effects of Oleate and Palmitate on the Proliferation of Various
Breast Cancer Celi Lines. The effects of oleate and palmitate on the proliferation of
one hormone-independent (MDA-MB-23 1) and tliree hormone-dependent (MCF-7, ZR
75-1 and T-47-D) liuman breast cancer ccli unes were studied. These fatty acids wcre
chosen as tliey constitute the two most abundant fatty acids in the plasma (37). Oleate
stimulated [3H]-thymidine incorporation in scrum starved MDA-MB-23 1, MCF-7 and
ZR-75-1 ceils by 2-4 foid but had littie effect in T-47-D ceils (F ig. lA). In contrast,
palmitate had a drastically different effect since it decrcased by 30-90 % the [3H]-
thymidine incorporation in the four ccli unes (Fig. 13). The T-47-D ceils, which were
insensitive to oleate, exhibited sensitivity to palmitate by an extent similar to MCF-7 and
ZR-75- I ceils. Interestingly, the opposite effects of both fatty acids were most
pronounced in hormone-independent MDA-MB-23 1 cells. flic results indicate that,
wliercas DNA replication was stimulated by oleate in tlie majority of tlie tested breast
cancer celis, it was inliibited by palmitate in ail oftliem.
Duc to the profound cffectivcness ofboth fatty acids in MDA-MB-231 ceils, this
ccli une was uscd for most of tlie subsequent experiments. As shown in Fig. 2, the
effccts of olcate and paimitate on [3H]-thymidinc incorporation wcre dose dependcnt.
flic stimulation ofDNA syntliesis by oleate, whicli was dctectablc at a concentration of
1 !IM, reached a plateau at 10 1iM that was sustained up to 400 iM, thc higliest tcsted
concentration (Fig. 2 A). flic ccii growtli inliibitory effects ofpalrnitatc occurred in tlie
10-100 tM range. flic microscopic observation of palmitatc-treatcd cclls revcaied that
tliis fatty acid caused a dose depcndent risc in tlie pcrccntage of celis exhibiting
morpliological signs of apoptosis (ccli blebbing, rounding and detaclimcnt) that
paralleled tlie decreased [3H]-tliymidinc incorporation (Fig. 2 3). Similar resuits were
obtaincd witli olcate and palmitate purcliased from two othcr companies (data not
shown). It sliould be notcd tliat on the basis of recent estimates of tlie frec
concentrations of fatty acids in tlic blood (38) and at diffcrent albumin to fatty acid
ratios (39), the frec concentrations of botli palmitatc and olcate in tlie ccii culture
medium should be in thc nanomolar range”.
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To better assess the growth stimulatory effect of oleate, MDA-JvIB-23 1 cells
were incubated after a 1 -day period of serum starvation in media containing either BSA
alone, BSA-bound oleate or FBS and the attached celis were counted over a 6 day period
(Fig. 3). The growth of control celis stopped afler 1 day of culture and, at 3 days post
serum starvation, the number of attached cdils had dropped considerably. Microscopic
observations revealed that rnost celis that detached from the dishes exhibited apoptotic
morphological changes (flot shown). In sharp contrast, the number of oleate-treated
celis increased 2-fold during the same 3 day period and remained constant over the next
2 days. However, the proliferation of these celis was less rapid than that of serum
treated celis and a plateau was attained at a much Iower density. Even if the majority of
oleate-treated ceils did flot exhibit morphological signs of apoptosis, they somewhat
differed from serum-treated celis by exhibiting a higher content of dark inclusions in
their cytoplasm (Fig. 4 A). Altogether the data indicate that the death process induced in
MDA-MB-231 celis by serum starvation is counteracted by oleate. Conversely,
palmitate considerably promotes the death ofserum starved cells.
Oleate Is Antiapoptotic and Impairs the Proapoptotic Action of Palmitate.
The morphological changes seen in serum-starved MDA-MB-231 ceils that were
dramatically amplified by païmitate treatment were typical of apoptosis. b obtain
direct evidence that palmitate promotes an apoptotic process, we examined whether the
proteolysis of PARP and the cleavage of DNA into nucleosomal fragments, two
hallmark features of apoptosis, were also occurring in these cells. In order to minimize
apoptosis in the control BSA-treated dishes, the period ofserum starvation before adding
fatty acids was shortened to 12 h. Under these conditions where about 10 % of the
control ceils exhibited morphological signs of apoptosis (Fig. 4 A), a small amount of
the 89 kDa PARP degradation product xvas detected (Fig. 4 B). Oleate nearly
completely prevented PARP cleavage whereas palmitate increased it. When DNA
degradation was analyzed on the entire celi populations the typical DNA laddering was
barely visible (flot shown). However, when the DNA was extracted only from celis
floating in the medium, Iaddering which was faintly visible in the control situation was
apparent in the palmitate condition. Thus, oleate nearly completely prevented DNA
degradation (Fig. 4 C). The actions of oleate and palmitate, singly or combined, were
47
also tested in the estrogen dependent celi une T-47-D. fig. 4 D shows that both fatty
acids induced qualitatively similar changes in PARP cleavage in T-47-D celis as in the
estrogen independent ceil une MDA-MB-231. The morphological changes caused by
fatty acids were also similar in both ceil unes (flot shown). These results establish that
oleate exerts an antiapoptotic effect on serum-starved MDA-MB-231 ceils whereas
palmitate is proapoptotic.
To determine whether oleate may protect cells against death triggered by
palmitate, the level of apoptosis induced by palmitate (100 jiM) in the presence of
increasing concentration of oleate was evaluated (fig. 5). Haif protection was already
attained at the lowest tested concentration of oleate (1 jiM). At 10 tM, the percentage
of apoptosis was similar to that of controls (9%). Thus, a 1/10 molar ratio of oleate
versus palmitate was sufficient for full protection. The ceils protected by oleate against
palmitate had a morphological appearance similar to that of ceils treated with oleate
alone (fig. 4 A). Moreover, ceils incubated in presence of palmitate (0.1 mM) plus
oleate (0.03 mM) exhibited as littie PARP cleavage and DNA fragmentation as control
cells (fig. 4 3 and U).
Effect of Fatty Acids on P13-K Activity. b assess a possible role of P13-K in
the action of oleate, the effect of two P13-K inhibitors was tested. Wortmannin and
LY294002 completely blocked the proliferative action of oleate (Fig. 6). As P13-K
inhibitors had only a weak effect ( 20 % decrease) on the proliferation of control ceils
(data not shown), these results suggested that P13-K plays an important role in the
proliferative effect of oleate. To confirm that P13-K is involved in the action of oleate,
P13-K activity was measured in extracts of cells incubated for 5 min with the fatty acid
(f ig. 7). In each of six separate experiments, oleate stimulated P13-K activity by a factor
that averaged 2-fold. for comparison, 5 % fBS also activated P13-K by two fold (n 2,
not shown). In contrast, palmitate caused a 60 % reduction of P13-K activity whercas
the mixture of the two fatty acids had no effect. These resuits provide supporting
evidence that P13-K is implicated in the mode of action of oleate and palmitate on breast
cancer ceil proliferation and apoptosis, respectively.
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DISCUSSION
Human breast cancer ceil proliferation involves a complex interaction between
genes, growth factors, hormones and calorigenic nutrients. Numerous studies have
documented both in vivo and in vitro that long chain free fatty acids influence the
proliferation of these celis. However, little is known about the mechanism of such
effects. When the action of selected fatty acids bound to albumin on the growth of four
different human breast cancer celi unes was assessed in a defined serum-free medium,
oleate stimulated growth whereas palmitate inhibited it. The growth inhibition of
palmitate was related to the induction of apoptosis. The pro-apoptotic effect of
palmitate is counteracted by oleate. Thus, surprisingly, two fatty acids present in the
diet and which are the major circulating fatty acids, have opposite effect on breast cancer
celi proliferation. Moreover, as the non-metabolizable analog 2-bromopalmitate (200
jiM), had no effect on MDA-MB-23 1 ceIl growth (data flot shown, n=3), we conclude
that palmitate must be metabolized to exert its pro-apoptotic action.
Stimulation of MDA-MB-23 1 celI proliferation by oleate bas also been observed
by others in the presence of 5 % FBS (40) or in serum-free medium (18). Provided that
these observations may be extended to the in vivo situation, it can be postulated that a
diet rich in oleate may favor mammary tumor progression. Thus, obesity is
characterized by elevated circufating free fatty acids, as welÏ as insulin resistance (41)
and an increase in the risk of breast (42) and colorectal cancer (43). Furthermore, a
positive correlation exists between these pathological diseases (43-46).
In contrast, palmitate decreased the proliferation of MDA-MB-23 I cells. Other
groups have also observed that saturated fatty acids diminish the proliferation rate of
human breast cancer cells (17, 18) but, to our knowledge, it is the first time it is shown
to be associated with the induction of apoptosis. Palmitate induces apoptosis also in
isolated pancreatic islets (47), hematopoietic precursor cell fine LyD9 (48) and neonatal
rat cardiomyocytes (49). The mechanism of the pro-apoptotic action of palmitate is
uncertain. Palmitate is a precursor of ceramide whereas oleate is not (50). Evidence bas
been provided that palmitate might induce apoptosis via ceramide production in isolated
pancreatic islets (47) and hematopoietic precursor cell fine LyD9 (48). Whether de novo
synthesis of ceramide is causally linked to the pro-apoptotic action of palmitate in
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MDA-MB-23 1 celis remains to be evaluated. Another possibility is the inhibition of
FAS, the enzyme responsible for the endogenous synthesis of fatty acids. Thus,
palmitate inhibits FAS activity and gene expression in various ceil types (51) and the
inhibition of this enzyme by cerulenin has been reported to induce apoptosis in breast
cancer cells (20).
The effect of palmitate on MDA-MB-23 1 apoptotic celi death is reversed by
oleate. Moreover, the combination of the two fatty acids at 0.1 mM resulted in an
increased proliferation MDA-MB-231 celi (flot shown). An antiapoptotic action of
oleate against palmitate lias also been observed in neonatal rat cardiomyocytes where
equimolar amounts of both fatty acids were necessary for full protection (49). The
opposite action of different fatty acids on breast cancer celi growth may explain why
epidemiological and animal studies using different diets are often conflicting. Thus, in
vivo animal studies aiways used oils rich in particular fatty acids but also contain other
fatty acids that may influence tumor promotion markedly differently.
P13-K activation following growth factor stimulation is closely associated with
increased proliferation and survival (30, 31). Oleate appears to act like a growth factor
since it stimulates cell proliferation at very low concentration and activates P13-K in
MDA-MB-231. By contrast, palmitate reduced basal P13-K activity in this cell line. To
our knowledge, this provides the first evidence of changes in P13-K activity by various
fatty acids for any celi type. The very rapid response to treatment renders unÏikely an
effect involving changes in protein synthesis. It rather suggests signaling via membrane
receptors such as receptor tyrosine kinases or G protein-coupled receptors, which are
known to act via P13-K activation(52, 53). Interestingly, it bas recently been shown that
oleate, but flot palmitate, can in endothelial cells activate epithelial growth factor
receptor (54). P13-K activation could also occurs via CD36, a cdl surface protein that
can interact with fatty acids (55) and activate members ofthe src protein tyrosine kinase
family (56).
Altogether our results support the view that the type of fatty acid (saturated,
monounsaturated and polyunsaturated) and their ratios in the diet in addition to the total
amount of fat influences mammary carcinogenesis. It will be of interest to determine the
detailed mechanisms of palmitate and oleate action on breast cancer celi growth,
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particularly upstream and downstream of P13-K. Since the activity of P13-K, a key
signal transduction protein implicated in ceil growth control, is modulated by exogenous
fatty acids (present study) and glucose (34), the possibility should be considered that
P13-K provides a link between excessive calorigenic nutrient intake and cancer. The
resuits may also explain the contradictions in the Titerature by pointing out that different
fatty acids are not equivalent as far as cell growth and tumor promotion are concemed.
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Fig. 1. Effects of oleate and palmitate on the incorporation of [3H]-thymidine in
various breast cancer celi unes. After 24 h of serum-starvation in the presence of 0.5%
BSA in MEM without insulin, ceils were incubated for 24 h with 0.5% BSA (Control) or
BSA-bound oleate (A) and palmitate (B). During the last 4 h of incubation, ceils were
labeled with [3H]-thymidine as described in “Material and Methods”. The resuits
represent the means ± SE of three independent experiments performed in triplicates. Ail
values with oleate or palmitate are significant (F<0.01) versus their respective contro
situations, except for the action of oleate on the tritiated thymidine incorporation in





























Fig. 2. Dose-dependence of the effects of oleate and palmitate on the incorporation
of 3H]-thymidine in MUA-MB-231 celis. Ceils were cultured for 24 h as described in
f ig. 1 with 0.5 % BSA (Control) or various concentrations ofBSA-bound oleate (A) and
palmitate (3). [3H]-thymidine incorporation values (•) are expressed as a percentage of
control. The percentage of apoptosis (O) was assessed as described in “Material and
Methods”. The results represent the means ± SE of three independent experiments
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Fig. 3. Effects of oleate and FBS on MDA-MB-231 celi growth. Ceils were plated in
60 mm dishes in MEM with 5 % FCS at 4 x i04 cells/dish. After 24 h of incubation
(time zero), they were serum starved as described in Fig. 1. On day one, celis were refed
with MEM containing 0.5 % BSA alone (Control), BSA-bound oleate (0.1 mM) or 5 %
FCS. At the indicated times, attached celis were trypsinized and counted. Values are
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Fig. 4. Oleate conteracts apoptosis induced by serum starvation and palmitate
treatment. Afier a 12 h period of serum-starvation, MDA-MB-23 I (A, B and C) or T-
47-D (D) ceils were refed with the same medium with 0.5 % BSA alone (Control), the
indicated concentrations of BSA-bound oleate or palmitate, or a combination of the two
fatty acids. The effects 0f these treatments were evaluated 24 h later by phase-contrast
microscopy (A), the analysis ofPARP cleavage in extracts (10 tg proteins) ofthe whole
ccli populations (B and D) or through DNA laddering analysis of detached celis (C).
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Fig. 5. The protection by oleate of MDA-MB-23lceIls against palmitate-induced
apoptosis is dose dependent. Celis were serum-starved for 24 h as described in Fig. 1
and subsequently incubated for 24 h with 0.1 mM palmitate and various concentrations
of oleate in the presence of 0.5 % BSA. The percentage of apoptosis was evaluated as
described in f ig. 2. Means ± SE of three independent experiments performed in
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Fig. 6. Effect of P13-K inhibitors on MDA-MB-231 ccli proliferation induced by
oleate. Ceils were serum-starved for 24 h as described in fig. 1 and subsequently
incubated for 24 h with 0.5 % BSA (Control) or BSA-bound oleate (0.1 mM) in the
absence or presence of 50 nM wortmannin or 50 tM LY294002. Proliferation was
evaluated by [3H]-thymidine incorporation. Means ± SE of three independent













Fig. 7. Effect of oleate and palmitate on P13-K activity. After 24 h of serum
starvation, ceÏls were treated for 5 min with the same medium containing 0.5 % BSA
alone (Control), BSA-bound oleate (0. mM) or palmitate (0.1 mM). The resuits
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Saturated Fatty Acids Induced Apoptosis in MDA-MB-231 Breast
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Running titie: PaÏmitate-InducedBreast Cancer Cell Death
Cette étude nous a permis d’établir les voies de signalisation impliquées dans
1 ‘apoptose induite par le païmitate dans les cellules du cancer du sein. Ainsi, le
palmitate diminue le potentiel membranaire de la mitochondrie et provoque le
relâchement du cytochrome c. De plus, le 2-bromopalmitate, un analogue du palmitate
non métabolisable, n ‘a pas d’effet cytotoxique suggérant ainsi que le païmitate doit être
métabolisé pour exercer son effet apoptotique. Lepalmitate provoque une augmentation
du turnover et une diminution de la synthèse de la cardiolipine, un phospholipide
responsable de la rétention du cytochrome c à la mitochondrie. Au contraire, 1 ‘oléate
protège les cellules de 1 ‘apoptose induite par le palmitate en restaurant les niveaux de
cardiolipine. En effet, l’oléate, qui est préférentiellement métabolisé en
triglycérides, redirige le palmitate vers un processus d’estértfication en
triglycérides rétablissant ainsi la synthèse de cardiolipine ainsi qu ‘une
diminution de son turnover. Ainsi, cette étude démontre que le métabolisme des
acides gras est important pour l’action proapoptotique du palmitate et l’effet
antiapoptotique de 1 ‘oléate.
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Littie is known about the biochemical basis ofthe action offree fatty acids (fFA) on
breast cancer celi proliferation and apoptosis. Here we report that unsaturated FFAs
stimuÏated the proliferation of human MDA-MB-231 breast cancer ceils, whereas
saturated FFAs inhibited it and caused apoptosis. Saturated FFA païmitate decreased the
mitochondrial membrane potential and caused cytochrome c release. Palmitate-induced
apoptosis was enhanced by fat oxidation inhibitor etomoxir, whereas it was reduced by
fatty-acyl CoA synthase inhibitor triacsin C. The non-metabolizable analog 2-
bromopalmitate was not cytotoxic. This indicates that palmitate must be metabolized to
exert its toxic effect, but that its action does flot involve fat oxidation. Pharmacological
studies showed that the action of palmitate is not mediated via ceramides, reactive
oxygen species, or changes in phosphatidylinositol 3-kinase activity. Palmitate caused
early enhancement of cardiolipin turnover and decreased the levels ofthis mitochondrial
phospholipid which is necessary for cytochrome e retention. Cosupplementation of
oleate, or increasing f3-oxidation with the AMP-activated protein kinase activator, 5-
aminoimidazole-4-carboxamide- 1 -3-D-ribonuc1eoside, both restored cardiolipin levels
and blocked palmitate-induced apoptosis. Oleate was preferentially metabolized to
triglycerides, and oleate cosupplementation channeled palmitate esterification processes
to triglycerides. Overexpression of Bel-2 family members blocked palmitate-induced
apoptosis. The resuits provide evidence that a decrease in cardiolipin levels and altered
mitochondrial function are involved in palmitate-induced breast cancer ceil death. They
also suggest that the antiapoptotic action of oleate on palmitate-induced ceil death




Epidemiological studies and experiments using animais have suggested that dietary
fatty acids contribute to the risk of breast cancer (1-3). However, there is a debate
whether this is attributable to particular types of fatty acids and their ratio in the diet.
Free fatty acids (ffAs)’ play an important role in numerous biological ftmctions. They
serve as a source of energy and as precursors of many signaling and structural molecules
(4). Little information exists on the biochemical pathways by which different types of
fatty acids influence breast cancer celi growth and death. The observation in breast
cancer ceils that overexpression of enzymes involved in fatty acid synthesis (fatty acid
synthase, acetyl-CoA carboxylase) correlates with poor prognosis strengthens the
hypothesis that fatty acids are involved in the reguiation of tumor celi growth (5,6).
Also, consistent with this view is the recent observation documenting an interaction of
the tumor suppressor gene BRCA 1 with acetyl CoA carboxylase, the rate limiting
enzyme in fatty acids biosynthesis (7). Moreover, we reported that various types of
ffAs are not equivalent with respect to their actions on breast cancer ceil proliferation
and apoptosis: the monounsaturated FFA oleate (C18:1) stimulated the proliferation of
breast cancer ceils, whereas the saturated palmitate (C16:0) induced apoptosis (8). A
possible explanation for the differential effect of these two FfAs came from the
surprising observation that oleate and palmitate increased and decreased, respectively,
phosphatidyÏinositol 3-kinase (P13-K) activity. The antagonistic action of saturated
versus unsaturated FFAs on breast cancer ceil growth control may expiain the
contradiction reported in the epidemiologicai literature with respect to fatty acids and
cancer by pointing out that different ffAs are flot equivalent as for as ceil growth and
tumor promotion are concemed (8).
Induction of apoptosis by palmitate has also been observed in other celi types
including cardiomyocytes (9), hematopoietic cells (10), pancreatic f3-ceiis (11) and
astrocytes (12) but, for most of these ceil types, the mechanism by which palmitate
induces ceil death remains elusive. It bas been proposed that excess palmitate couid
induce ceIl death through increased intracellular concentration of ceramide (10,11), a
metabolite exclusively produced from saturated ffAs. However, this hypothesis bas
been challenged by work suggesting that apoptosis induced by palmitate could occur
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through the generation of reactive oxygen species (ROS) and flot through ceramide
synthesis (13). Altematively, palmitate-induced apoptosis in rat neonatal
cardiomyocytes bas been attributed to an important diminution of cardiolipin (CL)
synthesis, correlating well with the extent of cytochrome c release into the cytosol (14).
CL is an anionic phospholipid containing four unsaturated fatty acids responsible for
insertion and retention of cytochrome c in the mitochondrial membrane (15,16). It is
located exclusively in the inner membrane of the mitochondrion and particularly at
intermembrane contact sites (17). Whether palmitate influences CL level in breast
cancer celis remains unknown.
The central role of mitochondria, the main intracellular source of energy, in palmitate
metabolism raises the possibility that palmitate-induced changes in mitochondria could
impact the process of breast cancer ceil death. Mitochondria play a crucial role in
several processes linked to apoptosis (18). Apoptotic stimuli produces the release of
mitochondrial proapoptotic proteins into the cytosol like cytochrome e, $mac/Diablo and
apoptosis-inducing factor (19-2 1). Release ofcytochrome c in the cytosol subsequently
triggers the activation of caspases, substrate cleavage and cell death (19). The
mechanism that mediates the release of cytochrome c from the mitochondria is unclear.
In one view, the release occurs following mitochondrial permeability transition as a
consequence of the opening of a large pore called the permeability transition pore (22).
Altematively, cytochrome c release bas been attributed to the formation of nonspecific
holes in the mitochondria that does flot involve mitochondrial permeability transition
(23). By whatever mechanism cytochrome c is released, members ofthe Bd-2 family of
proteins control this key step in the apoptotic process. Some members inhibit
cytochrome e release and promote ceil survival (Bd-2, Bcl-xL, Bel-w) whereas others,
by mediating cytochrome e release, promote apoptosis (Bax, Bak, Bid) (24).
In the present study, the mechanism by which the saturated fatty acid, palmitate,
induces apoptosis in the breast cancer cell line MDA-MB-231 was investigated. The
resuits suggest that mitochondria and CL play a critical role in palmitate-induced
apoptosis in breast cancer cells. In addition, they alÏow us to propose a model
explaining the lipotoxic action ofpalmitate and other saturated fatty acids.
70
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials—The caspase-3 substrate Ac-DEVD-AFC, triacsin C, fumonisin Bi,
LY294002 were from Biomol (Plymouth Meeting, PA). Fatty acids sodium saits were
purchased from Nu-Check Prep (Elysian, MN). Fatty acid-free bovine serum albumin
(BSA) (fraction V), etomoxir and AICAR were obtained from Sigma (St Louis, MO).
DiOC6(3) was from Molecular Probes Inc. (Eugene, OR). [3H]-thymidine (specific
activity, 71 Ci/mmol) and [14C]palmitate (specific activity, 55 mCi/mmol) were obtained
from Perkin Elmer Life Sciences Inc. (Boston, MA), and [14C]oleate (specific activity,
60 mCi/mmol) and [32P]H3P04 from Amersham Biosciences, Inc. (Baie dUrfé, QC).
Celi Lines and Culture Conditions—The human breast cancer ceil une MDA-MB
231 was obtained from the American Type Culture Collection. CelIs were cultured at 37
°C with 5% C02 in phenol red-free minimal essential medium (MEM) containing non
essential amino acids, 2 mM glutamine and 5% heat-inactivated fetal bovine serum
(standard medium). Albumin-bound fatty acids were prepared by stirring fatty acid
sodium saits (99% purity) at 37 °C with 5% BSA essentially fatty acid-free as
described before (25). Afier being adjusted to pH 7.4, the solution was filtered through
a 0.22-tm filter, and the fatty acid concentration was measured using a NEFA C kit
(Wako Chemicals, GmbH). When BSA-bound fatty acids were added to serum ftee
culture medium, the final concentration of BSA was aiways adjusted to 0.5%.
[3H]-thymidine Incorporation—for cell growth experiments, a protocol similar to the
one already detailed was used (8). Cells were seeded at 5000 cells/well in 96-well plates
and incubated for 24 h in standard medium. Afier a 24 h starvation period in medium
without serum but with 0.5% BSA, cells were incubated without or with B$A-bound
fatty acids for 24 h. DNA synthesis was then assayed with a pulse of [3H1-thymidine
(1iCi/we1l) during the last 4 h of incubation. Cells were harvested with a PHD cdl
harvester from Cambridge Technology (Watertown, MA) and the radioactivity retained
on the dried glass fiber filters was measured by liquid scintillation.
Caspase-3 Activity Assay—Cells were seeded in 60 mm Petri dishes at 5x105
cells/dish and incubated for 24 h in standard medium. After a 12 h of serum starvation
in medium containing 0.5% BSA, cells were incubated in serum-free medium without or
with BSA-bound fatty acids. Caspase activity was determined using the ApoAlert
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Caspase Assay Kit (Clontech, Palo Alto, CA). Briefly, celis were washed twice with ice
cold phosphate buffered saline (PBS) and harvested in lysis buffer. After determination
of protein concentration using the BCA colorimetric assay (Pierce Biotechnology Inc.,
Rockford, IL) with BSA as a standard, 50 tg of protein was incubated with the
fluorogenic peptide substrate Ac-DEVD-7-amino-4-trifluoromethyl coumarin (AFC).
The initial rate of release of free AFC was measured using a fLUOstar OPTIMA
microplate reader (BMG Labtechnologies, Inc., Durham, NC) at an excitation
wavclength of 380 nm and an emission wavelcngth of 505 nm.
Mitochondrial Membrane Fotential—Cells were cultured and incubated as described
above. After treatment, celis were trypsinized, washed two times with PBS and
resuspended in PBS containing 0.1% BSA (PBS-B$A) and 0.2 tM DiOC6(3) (26).
After 20 min of incubation at 37°C, cells were washed, resuspended in PBS-BSA and
incubated for 30 min at 37°C. CelIs were collected and resuspended in PBS-BSA
containing I 1iM propidium iodide. DiOC6(3) fluorescence was measured by flow
cytornetry using an Epics XL flowcytometer from Coulter (Miami, FL) at an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 500 nm. The percentage of ceils
with low mitochondrial membrane potential (AWm) represents the percentage of gated
cells displaying decreased DiOC6(3) fluorescence.
Cytochrome C Release AnaÏysis—Cells were seeded in 100 mm Petri dishes at 1x106
cells/dish, cultured and incubated as described above. At different times, ceils were
collected and resuspended in extraction buffer containing 220 mM mannitol, 68 mM
sucrose, 50 mM PIPES-KOH (pH 7.4), 50 mM KCI, 5 mM EGTA and protease
inhibitors. After 10 min of incubation on ice, cells were homogenized with a syringe
needle (25G) and centrifuged at 14,000 x g for 10 min. Supernatants were removed and
centriftiged at 100,000 g for 1 h. The supematant containing the cytosolic fraction was
removed and stored at -80°C, until analysis by immunoblot as described (27).
Measurement ofceramide Levets—Cetîs were seeded in 60 mm Petri dishes at 5x105
cells/dish and incubated as described above. Lipids were collected according to the
method of Bligh and Dyer (2$). Ceramide levels were determined using the
diacylglycerol kinase assay as described (29).
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Incorporation ofFalmitate and Oleate into Various Complex Liids—Ce1ls seeded in
60 mm Petri dishes at 5x105 cells/dish were incubated for 24 h in standard medium.
After 12 h of serum starvation in medium containing 0.5% BSA, they were incubated for
1 h in serum-ftee medium supplemented with BSA-bound palmitate and/or oleate (0.1
mM) in the presence of 0.5 cCi/ml of [‘4C]palmitate or [14C]oleate. Then, total lipids
were extracted and separated by thin layer chromatography as described (30). Spots
corresponding to triacylglycerol, diacylglycerol, cholesterol ester and phospholipids
were individually scraped and counted by liquid scintillation. Incorporation in neutral
Iipids and phospholipids was normalized for Iipid recovery.
Measurernent of Phospholipid Levels—Phospholipid measurements were performed
essentially as described previously (28). Cells were seeded in 60 mm Petri dishes at
5x105 cells/dish and incubated for 24 h in standard medium. Ceils were labeled for 24 h
with [32P]Pi (20 iCi/ml), after which ceils were incubated in serum-free medium
without or with BSA- bound fatty acids in the presence of [32P]Pi (20 iiCi/ml). for
cardiolipin (CL) turnover experiments, cells were labeled as described above for 24 h,
washed twice in PBS and incubated in serum-free medium lacking [32P]Pi without or
with BSA- bound fatty acids. After treatment, cells were washed and lipids were
extracted using a solution of CH3OH/CHCI3/0.1 M HC1 (10:5:4). Lipids were then
isolated by acid organic extraction (haif volumes each of CHCI3 and 0.1 M HC1, 0.5 M
NaCl), dried, and resuspended in an appropriate volume of CHCÏ3. Phospholipids were
separated by thin layer chromatography using silica gel plates (31), and individual
species were identified by co-migration of standards (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO). The spots corresponding to CL and to PA+phosphatidylglycerol (PG) were
individually scraped, counted by Iiquid scintillation and normalized to the total amount
of label present in each sample.
A denovirus infection—Tlie adenovirus recombinants AdTREx-FJag-Bcl-xL,
AdTREx-flag-Bcl-w and AdTREx-GFP expressing respectively the antiapoptotic mouse
Bcl-xL and human Bd-w proteins and the green fluorescent protein (GFP) were
provided by Gordon Shore. Celis were seeded in 6-well plates at 1.5x105 cells/well 24 h
prior infection with the adenovirus recombinants at a multiplicity of infection of 5
plaque-forming units per cell. After 12 h of adsorption in MEM without serum in the
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presence of 0.5% BSA, celis were incubated in serum-ftee medium without or with
BSA-bound palmitate for 24 h prior harvesting.
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RESULTS
Opposite EfJects of Unsaturated and $aturated Fatty Acids on the Proflferation and
Apoptosis of MDA -MB-23] Cells—We showed previously that the monounsaturated
fatty acid oleate stimulated the proliferation of three different breast cancer ceil unes (8).
In contrast, the saturated fatty acid palmitate induced apoptosis in these celis. Here, the
effects of different unsaturated and saturated FFAs on the proliferation of serum-starved
MDA-MB-23 1 ceils were studied. Ail the tested unsaturated FFAs stimulated [3H]-
thymidine incorporation (Fig. lA). The extent of stimulation ranged from 250% for
oleate (C18:1) and linoleate (C18:2) to 170% for arachidonate (C20:4) and
docohexanoate (C22:6). In contrast, the saturated FFAs myristate (C14:0), palmitate
(C16:0), and stearate (C18:0) decreased [3H]-thymidine incorporation by 50-95 % when
compared to control. Interestingly, 2-bromopalmitate, a non-metabolizable analog of
palmitate, did not affect [3H]-thymidine incorporation suggesting that palmitate has to be
metabolized to exert its effect. The results indicate that, whereas unsaturated FFAs
stimulate DNA replication in breast cancer ceils, saturated FFAs inhibit iL
The saturated fatty acid palmitate has been shown to be proapoptotic in MDA-MB
231 cells since it induced the proteolysis of polyADP ribose polymerase and the
cleavage of DNA into nucleosomal fragments, two hallmark features of apoptosis (8).
To determine if the cell proliferation-inhibitory effect of the other saturated FFAs was
related to apoptosis, we examined the activation of caspase-3 in serum-starved ceils.
Saturated FFAs increased caspase-3 activity by 2-7 fold and this increase was correlated
with their chain length (Fig. 13). In contrast, the unsaturated FFA oleate decreased
caspase-3 activity by 80%. Moreover, oleate protected ceils against apoptosis triggered
by saturated FFA since the activity of caspase-3 was blocked when oleate was mixed in
equimolar ratio with saturated FFAs. The results estabiish that saturated FFAs induce
apoptosis in MDA-MB-23 1 cells, an effect that can be counteracted by oleate.
Mitochondria Play a Central Role in Faimitate-Induced Apoptosis—To examine the
mechanism by which saturated FFAs induced apoptosis in MDA-MB-231 ceils, we
chose palmitate as it is the most abundant saturated FFA in the plasma. An examination
of the time course of caspase-3 activation induced by palmitate revealed that the
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activation first seen at 6 h became significant at $ h and thereafier continued to increase
(Fig. 2A).
In certain types of cells, loss of AWm is one of the step preceding caspase activation
during apoptosis (32). The effect of palmitate Ofl AWm was analyzed by flow cytometry
in intact ceils with the strong cationic dye DiOC6(3). Damaged mitochondria lose
membrane integrity and as a consequence are no longer able to maintain their
transmembrane potential, resulting in a decreased binding of DiOC6(3). Palmitate
induced within 6 h a significant increase in the percentage of celis with Iow AWm,
whereas no change occurred after 10 h of treatment with the unsaturated FFA oleate
(Fig. 23). Palmitate-induced depolarization of the membrane potential preceded the
activation of caspase-3, suggesting that alteration of the mitochondria could be arnong
the first steps in the apoptotic process induced by the fatty acid.
The time dependence of cytochrome c release in the cytoplasm was examined by
immunoblotting analysis. Basal amounts of cytochrome c were detected in cytosolic
fraction until 4 h following palmitate treatment (Fig. 2C). A more than 3-fold increase
in cytochrome c release was seen 6 h post-treatment, and, thereafier, cytochrome c levels
remained elevated in the cytoplasm. Moreover, as for the depolarization of the
mitochondrial membrane potential, palmitate-induced cytochrome c release preceded
caspase-3 activation, suggesting that the mitochondrion is involved in the mechanism
underlying palmitate-induced cell death.
Alterations of Lipid Fartitioning Affects FaÏmitate-Jnduced Apoptosis—To provide
further evidence that palmitate must be metabolized to exert its proapoptotic effect, we
used the acyl-CoA synthetase specific inhibitor, triacsin C. Acyl-CoA synthetase
activates fatty acids to fatty acyl-CoA, which are then channeled to different metabolic
pathways (33). To minimize the long-term cytotoxic effect of triacsin C, caspase-3
activity was measured afier a 12 h treatment. Under these conditions, triacsin C, which
slightly increased apoptosis in control ceils, reduced by 50 % the proapoptotic effect of
palmitate (Fig. 3A). Taken together, the resuits obtained with 2-bromopalmitate and
triacsin C demonstrate that palmitate must be metabolized at least to the CoA derivative
step (fatty acyl-C0A) to promote apoptosis in MDA-MB-23 I celis.
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Excess palmitate may also lead to increased cycling through mitochondrial (3-
oxidation pathways generating ROS (34). Hence, using pharmacological tools to alter
fatty acid oxidation, we investigated the importance of mitochondrial f3-oxidation for the
proapoptotic action of palmitate in MDA-MB-23 Ï celis. Increasing mitochondrial fatty
acid oxidation with 5-aminoimidazole-4-carboxamide- 1 -(3-D-ribonucleoside (AICAR),
an AMP-activated protein kinase (AMPK) activator (35), bÏocked palmitate-induced
apoptosis (Fig. 3B). In contrast, inhibiting with etomoxir (36) carnitine
palmitoyltransferase I (CPT-I), the rate-limiting enzyme of fatty acids t3-oxidation,
increased by 2-foïd the proapoptotic effect of palmitate. Control experiments revealed
that AICAR produced a 2-fold increase in the rate of fatty acid oxidation, whereas
etomoxir produced a 70 % decrease (data flot shown). These resuits indicate that
changes in lipid partitioning through alterations in fatty acid oxidation affects the
proapoptotic action of palmitate, and that enhanced fat oxidation is not involved in this
process.
De Novo Ceramide $ynthesis Is Not Required for Faimitate-Induced Apoptosis—
Ceramide are metabolites exclusively produced from saturated FFAs (37). They have
been implicated in the proapoptotic action of palmitate in some tissues, in particular the
pancreatic f3-cell (il). Treatment ofMDA-MB-231 celis with palmitate, increased the
level of ceramides by 3-fold (Fig. 4A). As expected, the unsaturated fatty acid oleate
and the non-metabolizable analog 2-bromopalmitate did not change the cellular
ceramide content. The increase in ceramide induced by palmitate was blocked by
furnonisin Bi, a specific inhibitor of ceramide synthase (38), suggesting that the
elevation in ceramide production was attributable to de novo synthesis from palmitate.
To determine whether the increase in de novo ceramide synthesis is critical for
palmitate-induced apoptosis, caspase-3 activity was measured in palmitate-treated celis
in the presence offumonisin Bi. Inhibition of de novo ceramide synthesis by fumonisin
Bi did not prevent the increase in caspase-3 activity caused by palmitate (Fig. 4B).
Similar resuits were obtained with myriocin, another chemically unrelated inhibitor of
de novo ceramide synthesis acting on serine palmitoyltransferase (39) (data not shown).
These resuits establish that de novo ceramide synthesis is flot required for palmitate
induced apoptosis in MDA-MB-23 I ceils.
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Oleate Increases Faim itate-Channeling toward Triglyceride Synthesis—The
dichotomy between the action of palmitate and olcate on MDA-MB-23 1 celis growth
and apoptosis might possibly due to different fates and actions of the two fatty acids on
lipid metabolism. Therefore, the metabolic fate of palmitate and oleate in MDA-MB
231 cells was examined by assessing the rate of incorporation over a 1 h incubation
period of [‘4C]palmitate or [‘4Cjoleate into phospholipids and neutral lipids (DAG and
TG). There was no difference between [14C]palmitate and {14C]oleate uptake in these
cells (7.3 ± 0.2 vs 7.1 ± 0.2 nmol/h/mg protein respectively, means + S.E., n=6). The
rates of incorporation of palmitate and oleate into phospholipids differed by less than 8
% (Fig. 5A). When [‘4C]palmitate and [14C]oleate incorporations into DAG were
compared, a 2.5 fold higlier rate was observed with the saturated FA (Fig. 53). In
contrast, [‘4C]palmitate incorporation into TG was 2.5-fold lower than that of [‘4C]oleate
(Fig. 5 C). These resuits demonstrate that the fate of oleate and palmitate is quantitatively
different in MDA-MB-23 1 cells.
To test whether oleate cosupplementation affects the metabolic fate of palmitate, the
incorporation of {14C]palmitate was determined in presence of equimolar concentrations
of palmitate and oleate. Oleate cosupplementation increased the incorporation of
[‘4C]palmitate into TG by 2-fold (f ig. 5C) and this was accompanied by a slight
decrease in the channeling of palmitate into DAG (Fig. 53). There was no difference in
the incorporation of [‘4C]oleate in the different lipid pools when both fatty acids were
added together (Fig, 5A, B and C). The resuits show that palmitate is channeled toward
the TG synthesis pathway in the presence of exogenous oleate. This may contribute to
the protective effect of oleate from palmitate-induced apoptosis as it bas recently been
proposed (40).
Faimitate-Induced Apoptosis is Associated with Fronounced Changes in
Fhosphoiipid Fools—In cardiomyocytes, the levels of phospholipid species, in particular
CL, have been shown to differ between oleate and palmitate-treated celis (14). Afier
steady state labeling of MDA-MB-23 1 ceils with 32P, the levels of the anionic
phospholipids were determined at different times after treatrnent with palmitate or
oleate. The levels of PA+PG, the precursors of CL, increased sharply in palmitate
treated celis and reached a maximum after only 2 h of treatment (Fig. 6A). In contrast,
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in oleate-treated celis, the levels of these phospholipids decreased. The increased levels
of PA+PG in palmitate-treated celis suggest a problem converting these saturated
species to CL (14). CL levels in palmitate-treated cells decreased significantly by 20%
after only 4 h (fig. 63). By 6 h, the CL levels were decreased by 50%. In contrast, the
CL levels did flot change in control and oleate-treated celis over the 12 h experimental
period. Interestingly, the initial decrease in CL levels seen in palmitate-treated ceils (4 h)
shortly preceded the release of cytochrome c into the cytosol (6 h) (f ig. 2C).
As cardiolipin is known to be a rather stable fatty acid (41), a decrease in its synthesis
could not be sufficient to account for its rapid diminution in palmitate-treated cells. To
determine whether palmitate could influence CL degradation, CL turnover was
measured following palmitate or oleate treatment. fig. 6C shows that palmitate
increased CL turnover whereas oleate decreased it. The increase of the CL turnover (fig.
6C) observed in palmitate-treated ceils paralleled the decrease seen in CL levels (fig.
63), suggesting that it contributes significantly to the diminution of CL. As CL was
more stable in oleate-treated cells than in controls and that the steady state levels were
similar in both conditions, it may be hypothesized that in oleate-treated cells a reduced
de novo synthesis compensates the reduced turnover.
Blocking palmitate-induced apoptosis by increasing fatty acid oxidation with AICAR
decreased the accumulation of PA+PG (fig. 7A) and restored CL levels in palmitate
treated cells (fig. 73). Since oleate protected cells against death triggered by palmitate
(f ig. 13), its effect on phospholipid levels was tested. Co-treatment with equimolar
concentration of palmitate and oleate blocked accumulation of PA+PG, and completely
restored CL levels. Taken together, these data provide suggestive evidence that the
diminution in CL levels in palmitate-treated celis is responsible for the release of
cytochrome c and the initiation ofthe caspase cascade leading to apoptotic ceil death.
A ntiapoptotic Froteins Block Faim itate-induced Apoptosis—Most of the prosurvival
proteins of the Bd-2 family are targeted primarily to the mitochondrial outer membrane
and stabilize it by preventing the release of proapoptotic molecules, such as cytochrome
c (42). To determine whether the prosurvival proteins of the Bd-2 family protect cells
against palmitate-induced apoptosis, caspase-3 activity was evaluated following
overexpression of genes encoding Bcl-xL or Bd-w with recombinant adenovirus (Fig.
79
8). Both proteins impaired caspase-3 activation induced by palmitate, whereas the GfP
used as a control was without effect. This provides additional evidence for a role of the
mitochondrial arm of apoptosis in the process of palmitate-induced MDA-MB-23 I ceil
death.
P13-K Is Not Implicated in the Frotective Effect of Oleate against Faimitate-Induced
Apoptosis—In our previous work, the unsaturated FFA oleate increased P13-K activity
whereas the saturated FFA palmitate decreased it (8). Moreover, the combination of
both fFAs restored the basal level of P13-K activity. To determine whether P13-K is
implicated in the protective effect of oleate against palmitate-induced apoptosis, we used
the PT3-K inhibitor LY294002 and measured caspase-3 activity. LY294002 did flot alter
caspase-3 activity in the presence of both FFAs (Fig. 9). Moreover, the P13-K inhibitor
curtailed the protective effect of oleate against serum-starvation (control situation, not
shown) and, surprisingiy, also markedly reduced palmitate-induced apoptosis. These
resuits indicate that P13-K signaling is not implicated in the protective effect of oleate
against palmitate-induced ccli death and, moreover, that the decrease in P13-K activity is
not responsible ofpalmitate-induced apoptosis.
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DISCUSSION
Studying the effects of FFAs on MDA-MB-23 I breast cancer ceils, we found as a
general principle that saturated FFAs were proapoptotic and unsaturated FFAs
stimulated proliferation. Investigation on the mechanism by which saturated FFAs
induce apoptosis suggests that CL synthesis and its turnover play a key role in the
opposite effects of the two types of FFA. The saturated FFA palmitate induced a
decrease in the mitochondrial membrane potential and causcd a release of cytochrome e
in the cytosol, both preceding caspase-3 activation. The release of cytochrome c in
palrnitate-treated celis correlated in time with a prominent decrease in the levels of the
mitochondrial phospholipid CL. In contrast, the monounsaturated FFA oleate and the
polyunsaturated FFA linoleate (not shown), which stimulated celi proliferation, did flot
affect CL levels. Moreover, adding oleate or the AMPK-activator AICAR to palmitate
treated celis, which prevented palmitate-induced apoptosis, restored CL levels. Thus, it
is suggested that ceil survival critically depends of an adequate pool of unsaturated
phospholipids that are necessary for CL synthesis.
The saturated FFA palmitate must be metabolized to exert its proapoptotic effect as
evidenced from the fact that the non-metabolizable analog 2-bromopalmitate had no
effect and the acyl-CoA synthesis inhibitor triacsin C curtailed palmitate action on
apoptosis. However, the resuits do not support the suggestion that one of these
metabolites could be ceramide (10,11,43). Thus, an increase in ceramide levels in
palmitate-treated MDA-MB-23 1 ceils was observed and inhibitors of de novo ceramide
pathway blocked this rise. However, since these inhibitors did flot block apoptosis, we
conclude that ceramide accumulation is not involved in palmitate-induced apoptosis.
Recent data obtained with CHO celis and cardiomyocytes also support a nonessential
role for de novo ceramide synthesis in palmitate-induced apoptosis (13,44). Excess
palmitate may also lead to increased mitochondrial -oxidation pathway generating ROS
in excess of endogenous antioxidant. Jncreased production of ROS has been implicated
in palmitate-induced apoptosis of CHO cells (13). Blocking 13-oxidation with etomoxir
increased apoptosis in palmitate-treated celis whereas promoting fatty acid oxidation
with AICAR blocked palmitate-induced apoptosis. Moreover, the antioxidants (N
acetyl-cysteine, ebselen and aminoguanidine) did not affect death triggered by palmitate
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(data flot shown). Thus, it appears that the 13-oxidation pathway and the generation of
ROS are flot irnplicated in the ccli death process caused by palmitate in MDA-MB-23 1
ceils. ROS were also shown not to be implicated in palmitate induced-apoptosis in
cardiomyocytes (45).
The temporal correlation between the initial decrease in mitochondrial CL levels and
the subsequent cytochrome c release in the cytoplasm and loss of the mitochondrial
membrane potential provides suggestive evidence for a role of CL in the proapoptotic
action of palmitate. Thus, as cytochrome c is bound to the inner mitochondrial
membrane by anionic phospholipids, primarily CL (16), the decrease in CL levels could
directly facilitate cytochrome c release into the cytosol. Support for this hypothesis has
been provided in palmitate-induced apoptosis of rat neonatal cardiomyocytes by the
observation that decreased CL synthesis directly correlated with the release of
cytochrome c (14). Large increases in the levels ofPA and PG were also seen in these
cardiomyocytes where these two phospholipids were nearly ah dipalmitoyl (C16:0,
C 16:0) PA and dipalmitoyl (C 16:0, C 16:0) PG. As CL synthase activity was unaffected
in palmitate-treated cardiomyocytes, it was concluded that although the myocyte bas PG
available to increase CL levels, new CL is not synthesized because ofthe Iow affinity of
CL synthase for dipalmitoyl PG. Interestingly, we show that CL turnover is increased
by palmitate whereas it is decreased by oleate. Since the increase of CL turnover
observed in palmitate-treated celis parahleled the decrease seen in CL levels, this
suggests that it contributes concomitantly with decreased CL synthesis to the diminution
of CL levels and apoptosis. In contrast, the stabilization of CL seen in oleate-treated
celis could contribute to the antiapoptotic effect of oleate against palmitate-induced cehl
death. The mechanism by which palmitate increases CL degradation is unknown. It may
involve activation of mitochondrial phosphoÏipase A2 induced by the elevation in
Pa1CoA and/or its derivatives (46).
Increasing fatty acid oxidation with the AMPK activator AICAR restored CL levels
and blocked palmitate-induced apoptosis in MDA-MB-231 ceils. The increase in fatty
acid oxidation induced by AICAR bas been shown to resuit from a stimulation in the
activities of both CPT-1 (47) and malonyl-CoA decarboxylase (35), the enzyme which
degrades malonyl-CoA, the ahlosteric inhibitor of CPT-I. In several systems, CPT- 1 can
82
protect from palmitate-triggered celi death (10,48,49). The protection from palmitate
induced apoptosis afforded by CPT-l is most likely to be the consequence ofpalmitoyl
CoA clearance from the cytoplasm because the CPI enzyme complex effectively
transfers Iong-chain fatty acyl-CoA into the mitochondrial matrix, where they serve as
fuel for Ç3-oxidation. Thus, CPI-1 may limit synthesis of saturated phospholipids, like
the saturated forms ofPA and PG. Palmitate caused a very early and pronounced rise in
PA and PG in MDA-MB-23 I celis. PA is the precursor of many phospholipidic
structural and signaling molecules to which has been ascribed many biological activities,
including protein kinase activation (50). Hence, the possibility should also be
considered that PA or one of its derivatives such as DAG contribute to palmitate
induced apoptosis.
In the present study, we correlate the channeling of palmitate and oleate to distinct
metabolic fates with their ability to induce apoptosis. The accumulation of DAG
observed in palmitate-treated celis may participate to the induction of apoptosis by
acting on DAG responsive enzymes like protein kinases C (PKC) (51), as shown
recently in f3-cells for palmitate-induced PKCÔ activation (52). In contrast, the
channeling of palmitate into TG stores induced by oleate cosupplementation may
contribute to rescue cells from palmitate-induced apoptosis by redirecting palmitate
away from pathways leading to apoptosis. Direct evidence that accumulation of excess
saturated fatty acids in cellular 1G stores protects from apoptosis was provided by
studies with acyl CoA:diacylglycerol transferase 1 nulI cells showing that the ability to
synthesize triglycerides was critical for protection from lipotoxicity (40). Also, as CHO
cells overexpressing stearoyl-CoA desaturase (SCD), the enzyme that converts saturated
fatty acid to monounsaturated fatty acid, were protected from palmitate-induced
apoptosis, it was proposed that the endogenous pools of unsaturated fatty acids produced
by SCD may also rescue celis from palmitate-induced apoptosis (40). Interestingly, the
activity of SCD lias been shown to be lower in MDA-MB-23 I celis than in MCF-7 ceils
(53). Since MCF-7 ceils are more resistant to palmitate-induced apoptosis (8), it is
tempting to speculate that the difference in SCD activity may explain the difference in
sensitivity to palmitate-induced cdl death. The fact that palmitate did flot alter the
incorporation ofoleate into phospholipids renders unlikely that in palmitate-treated celis,
$3
the fatty acyl-CoA pool is so deficient in unsaturated species as to preclude assimilation
into phospholipids.
Another important difference observed in our previous works between unsaturated
and saturated FFAs was their antagonistic effect on P13-K, a key signal transduction
protein that inhibit apoptosis by activating the protein kinase Akt/PKB (8). The
unsaturated FFA oleate increased P13-K activity whereas the saturated FFA palmitate
decreased it. Others have reported that the activity of AkUPKB, the downstream target
ofPI3-K, was reduced by palmitate treatment (54,55). As downstream targets ofthe P13-
KIAkt signaling pathway that have been identified include the inhibition of proapoptotic
proteins Bad and Bax (56,57), we initially hypothesized that palmitate-induced apoptosis
miglit involve an activation ofthe proapoptotic Bel-2 family proteins, resulting from the
inactivation of the P13-KJAkt pathway. However, the present resuits with the P13-K
inhibitor LY294002, that in fact curtailed palmitate-induced ceil death, rule out a role for
a decrease signaling through P13-K in the proapoptotic effect of palmitate. Moreover,
the protection from palmitate-induced celi death afforded by oleate was flot decreased by
LY294002, indicating that P13-K signaling is flot implicated in the protective effect of
oleate. The observation that overexpression of the antiapoptotic proteins Bcl-xL and
Bel-w decreased palmitate-induced apoptosis is an indication that activation of
proapoptotic Bel-2 proteins is important for the death process caused by palmitate as it
has been shown that antiapoptotic Bel-2 family members protect cells from proapoptotic
members by preventing their oligomerization at the mitochondrial membrane (58). To
our knowledge, this is the first evidence that antiapoptotic proteins of the Bel-2 family
protect cdl death triggered by saturated fatty acids.
Taken together, the resuits suggest that fatty acid metabolism, unrelated to f3-
oxidation, ceramide synthesis, ROS production and changes in P13-K activity, has an
important role in the action of palmitate on cell growth and apoptosis. This study allows
the proposition of the following model to explain the lipotoxic action of saturated ffAs
on breast cancer celis. A deficiency in mitochondrial CL brought about by both
inadequate supply of unsaturated fatty acids for CL synthesis and an increase in CL
turnover generates a soluble pooi of cytochrome e in the mitochondria. The activation
of the proapoptotic proteins belonging to the Bel-2 family that form lipidic pores in
84
mitochondrial membranes by which soluble cytochrome c can escape may also
contribute to the ccli death process. In contrast, oleate by channeling palmitate to inert
triglyceride stores and by permitting sustained CL synthesis, and decreasing its turnover,
not only blocks apoptosis but also permits ceil proliferation.
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footnotes
‘Tbe abbreviations used are: FFA, free fatty acids; P13-K, phosphatidylinositol 3-
kinase; ROS, reactive oxygen species; CL, cardiolipin; MEM, minimal essential
medium; BSA, bovine serum albumin; PBS, phosphate-buffered saline; AFC, 7-amino-
4-trifluoromethyl coumarin; PA, phosphatidic acid; IWm, mitochondrial membrane
potential; PG, phosphatidylglycerol; GFP, green fluorescent protein; AICAR, 5-
aminoirnidazole-4-carboxamide- I -3-D-ribonucleoside; AMPK, AMP-activated protein
kinase; CPT-I, camitine palmitoyl transferase I; SCD, stearoyl-CoA desaturase; PKC,
protein kinase C.
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f1G. 1. Effects of varlous fatty acids on the proliferation and apoptosis of MDA
MB-231 breast cancer ceils. A, Afier 24 h ofserum starvation in MEM in the presence
of 0.5% BSA, celis were incubated for 24 h in serum-free medium supplemented with
BSA alone (Cont) or 0.1 mM fatty acids bound to BSA (0.5%); Ole, oleate; Lin,
linoleate; Ara, arachidonate; DHA, docohexanoate; Myr, myristate; Pal, palmitate; $tear,
stearate; Br-Pal, 2-bromopalmitate. During the last 4 h of incubation, ceils were labeled
with [3H]-thyrnidine. B, After 12 h ofserum starvation in MEM in thc presence of 0.5%
BSA, ceils were incubated for 24 h in serum-free medium suppÎemented with 0.1 mM




from ceils incubated with fatty acids or BSA alone was rneasured as described in
«Experimental Procedures». Values represent means ± SE of two independent
experiments performed in triplicate. Ail values are significant (F < 0.0 1) versus their

































FIG. 2. Time course of the effects of palmitate on various parameters of the
apoptotic process in MDA-MB-231 ceils. Afier 12 h of serum starvation in MEM in
the presence of 0.5% BSA, MDA-MB-23 I celis were incubated in serum-ftee medium
supplemented with 0.1 mM palmitate bound to BSA for the indicated times. A, Caspase
3 activity in lysates from celis incubated with palmitate bound to BSA (0.5%) (Pal) or
BSA alone (Cont) was assessed as described in «Experimental Procedures». The resuits
represent the means ± SE oftwo independent experirnents performed in triplicate. , P <
0.01 vs. control. B, &Pm was quantified as described in «Experimental Procedures».
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represents the percentage of celis with decreased mitochondrial membrane
potential in the presence of palmitate (•) or oleate (0.1 mM) alone (•). Values
represent means ± SE ofthree separate experiments. , F < 0.01 vs. control. C, Release
of cytochrome c in the cytosol was studied using immunoblot analysis as described in












FIG. 3. Alterations of lipid partitioning affect palmitate-induced apoptosis. A,
Afier 12 h of serum starvation in the presence of 0.5% BSA in MEM, celis were
incubated for 12 h in serum-free medium supplemented with 0.1 mM palmitate bound to
BSA (0.5%) (Pal) or BSA alone (Cont) in the absence or presence of 5 iM triacsin C.
Apoptosis was evaluated by measuring caspase-3 activity as described in «Experimental
Procedures». Values represent means ± SE of two independent experiments performed
in triplicate. , P <0.01 vs. control; P <0.01 vs. palmitate. B, Afier 12h ofserum
starvation in MEM in the presence of 0.5% BSA, ceils were incubated for 24 h in serum
free medium supplemented with 0.1 mM pairnitate bound to BSA (0.5%) (Pal) or BSA
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of caspase-3 activity represent the means ± SE of two (AICAR) or three (etomoxir)
independent experiments performed in triplicate. , P < 0.01 vs. palmitate alone
ûfliù
.
FIG. 4. Inhibition of de izovo ceramide synthesis does not block palmitate
induced apoptosis in MDA-MB-231 cel]s. After 12 h ofserum starvation in MEM in
the presence of 0.5% BSA, celis were incubated for 18 h in serum-free medium
supplemented with 0.1 mM fatty acids bound to BSA (0.5%) (Pal, palmitate; Oie,
oleate; Br-Pal, 2-bromopaîmitate) or BSA alone (Cont) in the absence or presence of 50
M fumonisin Bi (F3]). A, Ceramide levels were quantified using the diglyceride
kinase assay and normalized to total lipid phosphate. Values are means ± SE of three
independent experiments performed in duplicate. ‘, P <0.01 vs. palmitate. B, Apoptosis

























Procedures». Values represent means ± SE of two independent experiments performed
in triplicate.
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FIG. 5. Oleate alters the fate of palmitate into n entrai Iipids. After 12 h of serum
starvation in MEM in the presence of 0.5% BSA, ceils were incubated for 1 h in serum
free medium supplemented with 0.1 mM palmitate (Pal) or/and olcate (Oie) bound to
BSA (0.5%) in the presence of trace amounts of [‘4C]palmitate (‘4Pa[) or [14C]oleate
(‘40Ïe). Lipid levels were analyzed as described in «Experimental Procedures» and
cxpressed as ¾ of counts (labeled palmitate or oleate) incorporated into total lipids.
Values represent means ± SE oftwo independent experiments performed in triplicate. ,












FIG. 6. Effect of palmitate and oleate on the cel]ular anionic phospho]ipid
composition and cardiolipin half-life. Afier 12 h ofserurn starvation in MEM in the
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0.5% BSA (e), 0.1 mM palmitate (•) or oleate (O) bound to BSA (0.5%) for the
indicated times in the presence (A and B) or absence (C) of [32P]Pi. Phospholipid levels
were analyzed as described in «Experimental Procedures» and quantified as a percentage
of radiolabel in the region of chromatograms encompassing phosphatidic acid and
phosphatidylglycerol (PA+PG) (A) or cardiolipin CL (B). C, Cardiolipin turnover was
assessed by measuring labeled CL in celis overtime in the absence and presence of
exogenous palmitate or oleate (time O = 100%). Values represent means ± SE of three








FIG. 7. Oleate supplementation or AICAR treatment restore CL levels in
palmitate-treated MUA-MB-231 celis. After 12 h of serum starvation in MEM in the
presence of [32P]Pi and 0.5% BSA, celis were incubated for 8 h in medium
supplemented with 0.lmM palmitate (Pal) or!and oleate (Oie) bound to BSA (0.5%) or
BSA alone (Cont) in the absence or presence of 0.5 mM AICAR. PA+PG (A) and CL
(B) levels were analyzed as described in «Experimental Procedures» and quantified as a
percentage of radiolabel incorporated into total phospholipids. Values represent means
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FIG. 8. Antiapoptotîc Bel-2 family members decrease palmitate-induced
apoptosis in MDA-MB-231 celis. After 12h of serum starvation in the absence (Mock)
or presence of recombinant adenoviruses AdTREx-GfP (GFF), AdTREx-Flag-Bcl-w
(Bd-w) or AdTREx-Flag-Bcl-xL (Bcl-xL), ceils were incubated for 24 h in serum-free
medium supplemented with 0.1 mM palmitate bound to BSA (0.5%) (Pal) or BSA alone
(Cont). A, Apoptosis was evaluated by measuring caspase-3 activity as described in
«Experimental Procedures». Values represent means ± SE of two independent
experiments performed in triplicate. , P < 0.01 vs. palmitate. B, Protein extracts of
infected celis were analyzed for recombinant protein expression (FLAG-Bcl-w and
FLAG-Bcl-xL) by immunoblotting with an anti-FLAG antibody.
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FIG. 9. P13-K is flot implicated in the protective effect of oleate against
palmitate-induced apoptosis. After 12 h of serum starvation in MEM in the presence
of 0.5% BSA, celis were incubated for 24 h in serum-free medium supplemented with
0.lmM païmitate (Pal) andlor oleate (Oie) bound to BSA (0.5%) or BSA alone (Cont) in
the absence or presence of 25 pM of the P13-K inhibitor LY294002. Apoptosis was
evaluated by measuring caspase-3 activity. Means ± SE of three indcpendent
experirnents performed in duplicate. , F < 0.01 vs. palmitate alone; F < 0.01 vs
oleate alone.
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Oleate promotes the proliferation of breast cancer celis via the G
protein-coupled receptor GPR4O*
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Running titie: GPR4O andBreast Cancer C’ell Proflferation
Cette étude nous a permis de déterminer les voies de signalisation impliquées
dans la prolifération induite par 1 ‘oléate dans les cellules du cancer du sein. Ainsi,
1 ‘effet prolifératif de 1 ‘oléate est diminué par des inhibiteurs pharmacologiques
des protéines Gi/o, la phospholipase C, src et la mitogenic-extracellular signal
reguÏated kinase 1/2 (MEK 1/2). De plus, 1 ‘oléate provoque une augmentation rapide et
transitoire du Ca2 intracellulaire et l’activation de la protéine kinase B. La
surexpression dans les cellules MDA-MB-231 du récepteur couplé aux protéines G
GPR4O, un récepteur aux acides gras, ampflfie la prolifération induite par 1 ‘oléate
tandis que la diminution de l’expression de GPR4O par l’utilisation de l’interférence
d’ARN dimimte cet effet proflfératf Enfin, la surexpression de GPR4O dans les cellules
du cancer du sein T47D et MCf-7 qui répondent peu à l’oléate, permet une réponse
accrue face à l’action prolférative de 1 ‘oléate. Ainsi, 1 ‘effet prolfératf de 1 ‘oléate
implique plusieurs voies de signalisation et est médié en partie via GPR4O.
Contribution des coauteurs:
Geneviève G. St-Onge: Mesure de la phosphoiylation de AKT
Erik Joly: Aide à la supervision du travail
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ABSTRACT
Evidence from epidemiological studies and animal models suggests a link
between higli Jevels of dietary fat intake and risk of breast cancer. In addition,
obesity, in which circulating lipids are elevated, is associated with increased risk of
various cancers. Relative to this point, we previously showed that oleate stimulates
the proliferation of breast cancer celis ami that phosphatidylinositol 3-kinase (P13-
K) plays a role in this process. Nonetheless, questions remain regarding the precise
mechanism(s) by which oleate promotes breast cancer celi growth.
Pharmacological inhibitors of the GTP binding proteins Gi/o, phospholipase C, src
and mitogenic-extracetiular signal-regulated kinase 1/2 (MEK 1/2) decreased
oleate-induced 13H]-thymidine incorporation in the breast cancer ceil une MDA
MB-231. In addition, oleate caused a rapid and transient rise in cytosolic Ca2 and
an increase in protein kinase B (AKT) phosphorylation. Overexpressing in these
celis the G-protein-coupied receptor (GPCR) GPR4O, a fafty acid receptor,
ampllfied oleate-induced proliferation, whereas silencing the GPR4O gene using
RNA interference decreased it. Overexpressing GPR4O in T47D and MCF-7 breast
cancer celis that are poorly responsive to oleate allowed a robust proliferative
action of oleate. The data indicate that the phospholipase C, MEK 1/2, src and P13-
KJAKT signaling pathways are implicated in the proliferative signal induced by
oleate and that these effects are mediated at least in part via the GPCR CPR4O.
The resuits suggest that GPR4O is implicated in the control of breast cancer celi
growth by fafty acids and that GPR4O may provide a link between fat and cancer.
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INTRODUCTION
Epidemiological and animal studies have revealed an association between dietary
fatty acids and the incidence of breast cancer (1-3). In addition, emerging evidence
indicates that obesity, which is characterized by hyperlipidemia and elevated circulating
free-fatty acids (f fA)’ (4), is associated with enhanced cancer risk (5). However,
relative little information exists on the mechanisms by which exogenous FFAs influence
breast cancer ceil growth. f fAs play pivotai roles in many biological processcs. They
serve as an abundant source of energy and as precursors of many celiular signaling and
strnctural molecules (6). As natural ligands for the nuciear receptors peroxisomal
proliferated-activated receptors (PPAR5), they also control the transcription of several
genes involved in lipid and glucose metaboiisms (7). However, several biological effects
appear to be PPAR independent (8,9).
We have previously reported that the monounsaturated fFA oleate (C18:1) and the
saturated fFA palmitate (C16:0), the two most abundant fatty acids in the plasma, are
not equivaient with respect to their actions on breast cancer ceil proliferation and
apoptosis (10). Oleate stimulates the proliferation of breast cancer cells, whereas
palmitate induces apoptosis. Moreover, we found as a general principle that saturated
ffAs (palmitic, myristic and stearic) are proapoptotic, whereas unsaturated fFAs (oleic,
linoleic, arachidonic and eicosapentaenoic) increase proliferation of MDA-MB-23 1
breast cancer cells (11). Also, a 1 :10 molar ratio of oleate versus palmitate was sufficient
to annihulate the proapoptotic action of palmitate (10). Important differences in the
metabolism of these two FfAs in MDA-MB-23 I cells contribute to their opposite
effects on celi fate. An earÏy enhancement of cardiolipin turnover and a decrease in the
level of this mitochondrial phospholipid necessary for cytochrome c retention are
invoived in the proapoptotic effect of palmitate. By contrast oieate, by chamieling
palmitate to inert triglyceride stores and by permitting sustained cardiolipin synthesis,
not only bIocks palmitate-induced apoptosis but also permits ceil proliferation (11). In
addition, oleate but flot palmitate appears to act like a growth factor since it stimulates
ceil proliferation at very low concentrations and rapid]y activates phosphatidyiinositoi 3-
kinase (P13-K) in these ceils (10). These findings suggest the existence of signaling
pathway via membrane receptors such as receptor tyrosine kinases or G protein-coupled
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receptors (GPCR), which are known to activate P13-K (12,13).
Unsaturated FfAs including oleate but flot saturated FfAs have been shown to trigger
tyrosme phosphorylation and epidermal growth factor receptor (EGFR) activation in an
endothelial ccli une (14). GPCRs for fatty acid derivatives such as prostaglandins (15),
leukotrienes (16), lysophosphatidic acid (LPA) (17), sphingosine 1-phosphate (18) and
eicosatetraenoic acid (19) are weii characterized. Agonist stimulation of these GPCRs
induces a variety of ceilular responses including ccli proliferation (18). These effects
implicate the activation of a wide variety of signaling pathways, including the
modulation of adenylyl cyciases, phospholipases, ion channels, and mitogen activated
protein kinases (20). Recently, three independent groups found that the orphan receptor
GPR4O is activated by medium and long chain f fAs (21-23). Using a ligand-fishing
strategy based on measurement of intracellular calcium concentrations ([Ca2]i), they
showed that ffAs in the absence of bovine serum albumin (BSA) increased [Ca2]i in
GPR4O-overexpressing cells. GPR4O is highly expressed in pancreatic 13-celis (21 ,22),
but it is also present in other tissues (23). Interestingly, GPR4O is expressed in the
human breast cancer ccli une MCf-7 in which unsaturated, but flot saturated ffAs
2+•bound to BSA, increase [Ca Ji (24).
In the present study, we investigated the mechanisms by which oleate increases the
proiiferation of the breast cancer ccii une MDA-MB-231. The resuits suggest that
multiple pathways are involved in the proliferative action ofoleate in these cells and that
the oleate effect implicates a GPCR. In addition, evidence is provided that the oleate
induced proliferation ofbreast cancer celis is mediated at least in part through GPR4O.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials—Sodium saits of fatty acids werc purchased from Nu-Check Prep
(Elysian, MN). Fatty acid-free BSA (fraction V) vas obtained from Sigma (St Louis,
MO). fura-2/AM was from Molecular Probes Inc. (Eugene, OR). [3H]-thymidine
(specific activity, 71 Ci/mmol) vas obtained from Perkin Elmer Life Sciences (Boston,
MA). Lipofectamine 2000 and FuGENE 6 were purchased from Invitrogen ]ife
technologies (Bethesda, MD) and from Roche Applied Sciences (Indianapolis, IN)
respectively. U73122, PD98059, PP1, LPA, H-$9, wortmannin, protein kinase C
(PKC) peptide inhibitor were from Biomol (Plymouth Meeting, PA). Pertussis toxin
and AG1478 were from Calbiochem (La Jolla, CA).
Ceil Culture—The human breast cancer celi unes MDA-MB-231, T47D and MCF-7
were obtained from the American Type Culture Collection. CelIs were cultured at 37°C
with 5% CO in phenol red-free minimal essential medium (MEM) containing non
essential amino acids, 2 mM glutamine, 10 mM Hepes (pH 7.4) and 5% heat-inactivated
fetal bovine serum (standard medium). BSA-bound fatty acids were prepared by stirring
fatty acid sodium saits (99% purity) at 37°C with 5% fatty acid-ftee BSA as described
before (25). After being adjusted to pH 7.4, the solution was filtered through a 0.22-tm
filter, and the fatty acid concentration was measured using a NEFA C kit (Wako
Chemicals, GmbH). When BSA-bound fatty acids were added to serum free cu]ture
medium, the final concentration ofBSA was adjusted to 0.5%.
Celi Frolferation—For celi growth assay, 5000 cells/well were seeded in 96-well
plates and incubated for 24 h in standard medium (10). After a 24 h starvation period in
medium without serum, ceils were incubated without or with BSA-bound fatty acids for
24 h. DNA synthesis vas then assayed with a pulse of [3H]-thymidine (ljiCi/well)
during the last 4 h of the incubation. Ceils were harvested with a PHD cell harvester
from Cambridge Technology (Watertown, MA) and the radioactivity retained on the
dried glass fiber filters was measured by liquid scintillation.
Jmmunoprecipitation and Immunoblotting Analyses—For measuring EGFR
activation, immunoprecipitation and immunoblotting were performed as previously
described (26). for extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) and protein
kinase B (AKT) phosphorylation analyses, ceils were seeded in 60 mm Petri dishes at
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2x105 cells/dish and incubated for 24 h in standard medium. After a 24 h period of
serum starvation in medium containing 0.5% BSA, celis were incubated in Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (D-PBS) containing 5 mM glucose and 0.5% BSA for 2 h and
stimulated with oleate or epidermal growth factor (EGF) for the indicated time. This
incubation in D-PBS was used to reduce basal levels of ERK1/2 and AKT
phosphorylation. Afier stimulation, celis were washed and lysed in protein extraction
buffer containing 20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCI, lmM EDTA, lmM EGTA, 1%
Triton X-100, 2.5 mM NaPi, lmM NA3VO4, 10 mg/ml leupeptin and lmM
phenylmethylsulfonyl fluoride. Lysates were cleared by centrifugation and protein
concentrations of the supematants were determincd using the Bio-Rad DC colorimetric
assay. Equal amounts of protein (25 fig) were separated by SDS-PAGE and transferred
to nitrocellulose membrane. Then, immunoblouing was performed according to the
manufacturer’ s instructions using phospho(Thr202/Tyr204)-ERK 1/2 (p-ERKJ /2),
ERKI/2, phospho(Ser473)-AKT (p-AKT) or AKT specific antibodies (Ccli Signaling
TechnoÎogy).
Cytosolic Calcium Determination—Cells grown in 150 mm Petri dishes (70 %
confluent) were trypsinized, centrifuged and resuspended at 2x106 cells/ml in D-PBS
containing 5 mM glucose, 20 mM Hepes (pH 7.4), 2.5 mM probenicid and 3 mM fura
2/AM. Afier 30 min of fura-2/AM loading at 25°C, cells were washed and resuspended
as above but without fura-2/AM, and were dispensed at 2x105 cells/well into 96-weIl
plates. [Ca2]i was measured at 37°C by the ratiometric method (emission fluorescence
at 500 nm and excitation wavelengths at 340 and 380 nm) using a fLUOstar OPTIMA
microplate reader (BMG Labtechnologies Inc., Durham, NC). Calcium concentrations
were calculated as described by Grynkiewicz et al. (27).
Cell Transfection—Cells seeded in 6-well plates at 4x105 cells/weIÏ were incubated
for 24 h in standard medium. Celis were transiently transfected with 5 tg of the plasmid
plRESpuro-GPR4O expressing the human GPR4O (provided by Bjom Olde, Wallenberg
Neuroscience Center Lund, Sweden) or a control plasmid expressing renilla luciferase
(CMV-RLuc) using Lipofectamine 2000 (MDA-MB-23 1) and FuGENE 6 (T47D and
MCF-7) according to the manufacturer’s instructions. Five hours post-transfection, ceils
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were seeded into 96-well plates at 5000 cells/well and assayed for ccli growth as
described above.
RNA Interference—Vector that express hairpin small interfering RNAs (siRNA)
under the control of the human Hi promoter were constructed by inserting pairs of
annealed DNA oligonucleotides into pSilencer Hi 3.0 vector (Ambion, Austin, TX)
between BamHl and HindlII restriction sites according to the manufacturer’s
instructions. The target sequence for human GPR4O was 5’-
AAGGGCATATTGCTTCAGTTC-3’. Celis were cotransfected with plasmid encoding
the green fluorescent protein (GFP) and siRNA targeting GPR4O gene or a scrambled
siRNA control (Ambion, Austin, TX). Cetis expressing the GFP were enriched by
selection on a fluorescent activated ccli sorter (FACS) (FAC-Star Plus, BD Biosciences,
Mountain View, CA). Ceils were then seeded into 96-well plates at 5000 cells/weil and
assayed for ccli growth as described above.
Quantitative ReaÏ-Time RT-FCR—Total RNA was isolated using TRIzol reagent
(Invitrogen life technologies, Bethesda, MD). RNA (5 jig) was reverse-transcribed using
the Omniscript reverse transcriptase kit (QIAGEN Inc. Valencia, CA). Quantitative real
time PCR was performed on a Rotor-Gene (Corbett Research, Sidncy, Australia) using
QuantiTect SYBR Green PCR kit (QIAGEN Inc. Valencia, CA) according to the
manufacture?s instructions. The primers used were as follows: GPR4O 5’-
AGCTCTCCTTCGGCCTCTATG-3’ (forward) and 5’-
CAGAGAGACTGTCAGCAGCAG-3’ (reverse), glyceraldehyde-3 -phosphate
dehydrogenase (GAPDH), 5’-GACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ (forward) and 5’-
AGGTCCACCACTGACACGTTG-3’ (reverse).
Statistics—Data are presented as mean ± SE. Differences between two conditions




Oleate-induced ceil proflferation does not involve EGFR activation—We previously
showed that the monounsaturated fatty acid oleate stimulates the proliferation of three
different breast cancer ceil unes and that P13-K is implicated in this effect (10). Fig. lA
confinns this observation since the P13-K inhibitor wortmannin (2$) markedly curtailed
oleate-induced proliferation of MDA-MB-23 1 cells. Also, we showed that P13-K is
rapidly activated by oleate suggesting signaling through a receptor (10). Since the EGFR
bas been reported to be activated by oleate in endothelial cells (14), we first examined
whether the activation of the EGFR couid be involved in olcate-induced proliferation of
MDA-MB-23 I ceils. AG147$, a pharmacological inhibitor of EGFR activity (29), did
flot significantiy affect oleate-induced {3H]-thymidine incorporation (Fig. 13). However,
AG1478 efficientiy prevented the phosphorylation ofEGFR induced by EGF (Fig. 2A).
Aiso, an examination of the time course of EGFR phosphorylation induced by oleate
revealed no activation of EGFR over 240 min of treatment (Fig. 23). However, EGF
induced a strong activation of the EGFR at 2 min that became maximal at 15 min and
decreased thereafter. Interestingly, LPA transientiy produced a modest increase in EGFR
phosphorylation resuiting probably from transactivation of the EGFR following LPA
binding to its receptor (30). These resuits establish that the EGFR is flot impiicated in
oleate-induced proliferation ofMDA-MB-231 celis.
Oleate-induced MDA-MB-23] celi proliferation is decreased by specfic inhibitors of
Gi/o, phospholipase C, src, MEKJ/2 and PKC—Severa1 fatty acid derivatives such as
LPA are known to act via GPCRs and to activate P13-K via G-proteins (13). We first
studied the cffect ofpertussis toxin, an inhibitor of Gi/o proteins (31), on oleate-induced
ccli proliferation. As shown in Fig. 1C, pertussis toxin decreased oleate-induced [3H]-
thymidine incorporation by 70 %. The same extent of inhibition was observed with LPA
that has been shown to increase ceil proÏiferation through GPCR activation via Gi/o
proteins (32). This provides strong support that the effect of oleate on breast cancer ceil
proliferation is mediated at Ieast in part by GPCR(s), since the action of pertussis toxin
to inhibit Gi/o is considered highiy specific (31).
Agonist stimulation of GPCR caused the activation of a wide variety of signaling
pathways including modulation of phospholipases and protein kinases (20). To assess a
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possible role of these different signal transduction pathways in the action of oleate on
breast cancer celi proliferation, we tested the effect of different classes of specific
inhibitors. Treating celis with the phospholipase C (PLC) inhibitor U73 122 (33) resulted
in an 80 % reduction of oleate- or LPA-induced proliferation (fig. 1D). PP1 and
PD9$059, which are pharmacological inhibitors of the src-like family (34) and of
mitogenic-extracel lular signal-regulated kinase 1/2 (MEK 1/2) (35), respectively,
reduced the proliferative effect of oleate by about 40 % (Fig. lE and F). Moreover,
PKC a downstream effector of P13-K, appears also to be implicated in the proliferative
effect of oleate since a specific membrane permeant peptide inhibitor of PKCt (36)
blocked the oleate-induced proliferation (fig. 1G). However, this peptide inhibitor aiso
decreased the proliferation in the control situation suggesting that PKC is important for
the growth of MDA-MB-231 celis. Blocking protein kinase A (PKA), another
downstream effector of GPCR, with H-$9 (37) did flot affect oleate-induced DNA
synthesis (Fig. 1H). Taken together, the resuits are consistent with the view that oleate
signais at least in part via GPCR(s) and that many downstream signal transduction
pathways, including PLC, src, MEKI/2 and PKC may participate in its proliferative
effect.
Oleate induces a rapid increase in AKT phosphoiylation—The extracellular signal
regulated kinase 1/2 (ERKI/2) and AKT, the direct downstream effectors of MEKI/2
and P13-K, respectively, are major regulators of cell proliferation (38). We therefore
examined the role of ERKI/2 and AKT in oleate-induced cell proliferation by using
antibodies recognizing the activated/phosphorylated forms of Thr202/Tyr204-ERK 1/2
and Ser473-AKT. Since basal ERK1/2 activity is very high in MDA-MB-231 ceils as
previously described (39), we were unable to detect significant increase in ERK1/2
phosphorylation in response to neither oleate nor the usual positive control EGF (data
not shown). In sharp contrast, both oleate and EGF stimulated AKT phosphorylation
(Fig. 3A and B). Oleate-induced AKT phosphorylation, which increased more than 2-
fold during the first 5 min of treatment, peaked at 30 min and, thereafter, stowÏy
declined. The same extent of AKT activation was observed with five different
preparations of oleate-BSA. In agreement with our previous data showing that oleate but
flot palmitate activates P13-K (10), AKT phosphorylation was not induced by two
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different preparations of palmitate-BSA that had been shown to be active in inducing
apoptosis (data not shown). Considering the P13-K inhibitor data described in fig. lA,
the resuits indicate that the proliferative signal induced by oleate is mediated at least in
part via P13-K]AKT activation.
Oleate increases [Ca2]ï in the presence and absence of BSA—GPR4O was first
recognized to be activated by medium and long chain fFA (flot bound to BSA) by
assays measuring [Ca2]i in GPR40-overexpressing cells (21-23). Since GPR40 is
expressed in MDA-MB-231 breast cancer ceils at approximately 12,000 copies/tg of
total RNA as we evaluated by real-time PCR, we measured changes of [Ca2Ji in fura
2/AM loaded celis following oleate or palmitate treatments. In the absence of BSA,
oleate and palmitate caused a rapid increase in [Ca2]i by 2 and 1 .5 fold, respectively
(Fig. 4A). Interestingly, in the presence of BSA, a more physiological condition, oleate
stiil caused a rapid increase in [Ca2]i by 2 fold (f ig. 4B). In contrast, palmitate did flot
affect [Ca2ji in the presence ofBSA.
GPR4O is involved in oleate-induced celi proflferation—To determine whether
GPR4O is implicated in the proliferative action of oleate in MDA-MB-23 1 cells, we first
attempted to reduce the expression level of GPR4O in MDA-MB-23 1 cells using RNA
interference. Since the efficiency of transfection is about 60% in this ceil une (data not
shown), celis were co-transfected with a plasmid encoding GFP together with a plasmid
encoding a siRNA against GPR4O or with a control scramble siRNA, followed by
se]ection of ceils expressing GFP with a FACS. At the end of the selection, GPR4O
mRNA expression vas reduced by 80% in siRNA-transfected ceils as determined by
real-time PCR (Table I). Using a standard protocol to evaluate ccli proliferation, FACS
selected ceils were serum-starved for 24 h and then incubated for an additional 24 h in
serum-free medium supplemented with 0.5% BSA (control) or various concentrations of
BSA-bound oleate. The increase in [3H]-thymidine incorporation following oleate
stimulation was signiflcantly reduced at aÏÏ tested concentrations of the FFA in GFP
positive ceils expressing the GPR4O-specific siRNA (Fig. 53). The decreased expression
of GPR4O was particularly efficient in reducing the stimulation of DNA synthesis
caused by Iow concentration (1-5 jiM) of the FFA.
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We next performed experiments to evaluate [3H]-thymidine incorporation following
overexpression of GPR4O (Table I) in the presence of increasing concentrations of oleate
(Fig. 5A). The stimulation ofDNA synthesis by oleate was increased about 1.3 fold in
MDA-MB-231 ceils overexpressing GPR4O at concentrations of 10 jiM and above when
cornpared to the RLuc control situation. To obtain strong additional evidence in favor of
a role for GPR4O, we attempted to identify breast cancer ceil unes that would express
GPR4O at lower level. Unfortunately, among the four celi unes tested, GPR4O was
expressed at levels relatively similar to the one measured in MDA-MB-23 1 cells (data
not shown). To circumvent this problem, we examined the effect of GPR4O
overexpression in the breast cancer ceil unes T47D and MCF-7, which respectively does
not or only slightly proliferate in the presence of oleate (10). Interestingly, in these two
celi unes the effect of oleate on [3H]-thymidine incorporation was increased by nearly
two fold when GPR4O was overexpressed (f ig. 5). The reason why oleate, in the
absence of GPR4O overexpression, promotes a strong proliferative signal in MDA-MB
231 cells but a poor response in T47D and MCf-7 ceils that expressed GPR4O mRNA at
approximately the same level is unclear. It may be that GPR4O is coupled more tightly to
its associated G-proteins in MDA-MB-23 1 cells than in the two other celi lines.
AÏtematively, the expression level of the GPR4O protcin may be lower in T47D and
MCF7 cells despite that the three cell unes expressed the GPR4O transcript at similar
ÏeveÏ. Altogether, the siRNA and overexpression resuits indicate that oÏeate-induced
proliferation ofMDA-MB-231 celis is mediated at least in part through GPR4O.
116
DISCUSSION
This study was prompted by the intriguing link between the incidence of breast
cancer and obesity noted in both animal and human studies (1-3). The mechanism for
this potential link, however, is enigmatic. To address this issue, we focused a series of
studies on the abundant fatty acid, oleate, because it lias been shown to stimulate the
proliferation of breast cancer cells (10). Inhibition of individual signaling cascades, at
the level of Gi/o proteins, src, MEK1/2, P13-K or PLC resulted in a substantial reduction
of oleate-induced DNA synthesis, suggesting that integration or cooperation of signais
from multiple pathways is necessary to drive celis to enter S-phase in response to oleate.
We also found that a GPCR is irnpIicated in the proliferative signal transduction induced
by this monounsaturated FFA. Thus, pertussis toxin, a very specific inhibitor of some G
proteins (31), attenuated both LPA and oleate-induced proliferation suggesting the
implication of Gi/o proteins in this process. LPA has previously been shown to induce
the proliferation offibroblasts via GPCRs coupled to Gi/o (32). In addition, the fact that
we provide evidence (see below), that the GPCR GPR4O is implicated in the
proliferative action of oleate is in itself a strong evidence for a role of a GPCR in oleate
action.
Noteworthy, except for a possible role in insutin secretion, no other physiotogical
action lias been attributed to the GPCR GPR4O (21). Several unes of evidence
demonstrate that GPR4O is implicated in oleate-induced proliferation of breast cancer
ceils. f irstly, [Ca2]i is increased in response to oleate treatment in GPR4O-expressing
MDA-MB-231 ceils. Secondly, overexpression of GPR4O amplified the oleate-induced
cet! proliferation in three breast cancer ceil unes suggesting that oleate acts via this FFA
receptor in these ceils. Thirdly, treatment of MDA-MB-23 1 cells with a siRNA-targeting
GPR4O reduced the proliferative effect of oleate. Activation of GPCR signaling leading
to ccli growth lias previously been documented for different GPCR agonists, including
Iysophospliolipids and thrombin (18). Since only a partial inhibition ofthe proliferative
effect of oleate with siRNA-targeting GPR4O was observed here, we could on one hand
speculate that additional receptors for oleate or other signaling pathways participate in
oleate-induced ccli proliferation. For instance, LPA interacts with several GPCRs to
mediate its biological actions (40) and it may also act via a receptor-independent
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pathway to cause ceil growth (41). Interestingly, another fFA-activated GPCR,
GPR 120, was recently identified (42) and its contribution to oleate-induced proliferation
of breast cancer ceils remained to be studied. On the other hand, the importance of
GPR4O in oleate-induced proliferation is likely to be underestimated since the siRNA
did flot completely block its expression. Moreover, as we do flot have information on
GPR4O protein tevel and stability in these celis, it is difficuit to draw quantitative
conclusions.
The marked decrease in oleate-induced proliferation with the PLC inhibitor suggests
a significant role of this phospholipase in this process. PLC is a major contributor of
GPCR signaling (43). One might speculate that oleate binding to the receptor activates
PLC-mediated hydrolysis of phosphatidylinositol 4,5-biphosphate into diacylglycero]
and inositol trisphosphate, which respectively activates PKC and mobilizes calcium
from the endoplasmic reticulum (44). Both PKC and calcium are effectors that have
been reported to modulate processes required for breast cancer ceil proliferation (45).
Moreover, several studies have shown that unsaturated FFAs, including oleate,
stimulated PLC’ activity (46). Also, our resuits show that oleate and palmitate, caused a
rapid and transient increase in [Ca2ii in MDA-MB-23 1 cells in the absence of BSA.
However, in the presence of BSA, palmitate did flot increase [Ca2]i in contrast to oleate
that stiil elicited a robust Ca2 response. Similar results have been observed in MCF-7
breast cancer cells (24). The difference observed between these two fatty acids might be
explained in part by a better availability ofunbound oleate for GPR4O. In comparison to
palmitate, oleate bas a slightly lower affinity for BSA (47) and lower partition
coefficient into cellular membranes (48). Thus, oleate may promote breast cancer ccli
proliferation by binding more efficiently to GPR4O than palmitate. In addition, as shown
in ourprevious studies (10,11), differences in the mctabolism ofthese two fatty acids are
involved in their opposite effects on ceil fate: the saturated fatty acid palmitate induces
apoptosis of breast cancer ceils via a mechanism that possibly implicates enhanced
cardiolipin turnover and a reduction of this mitochondrial phospholipid whereas the
unsaturated fatty acid oleate, by sustaining cardiolipin synthesis, permits ccli
proliferation.
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The rapid and transient increase in [Ca2]i induced by oleate suggests calcium
mobilization from intracellular stores that implicates Gq protein activation in response to
many receptor agonists (18). Thus, these resuits favor the view that oleate stimulates, in
part, MDA-MB-23 1 celi proliferation via GPR4O coupled to a Gq protein and via the
2+PLC/Ca pathway. GPR4O is mamly coupled to Gq in MN6 ceils and CHO celis over
expressing GPR4O (21,22). However, GPR4O is also coupled to Gi/o and Gq in MCF-7
cells (24). Hence, in addition to Gq, oleate-induced proliferation of MDA-MB-23 1 cells
via GPR4O are likely to implicate Gi/o, since pertussis toxin reduced but did not abolish
the proliferative effect of oleate in these ceils. An orphan GPCR coup]ed to Gi/o proteins
lias been shown to be activated by the unsaturated FFA arachidonate and to cause a
decrease in cAJVIP levels (19). The subunits of several Gi/o proteins are able to inhibit
adenylyl cyclases resulting in a decrease in cAMP levels (49). However, cAMP levels
were not affected by oleate in MDA-MB-231 ceils when compared to LPA, which
eticited a reduction in the ceÏÏular cAMP content (data flot shown). This is consistent
with the observation that H-$9, a PKA inhibitor, did flot impair oleate-induced DNA
synthesis. It is welI established that many of the diverse biological effects resulting from
the activation of Gilo proteins are not mediated via the cAMP transduction system (50).
For example, members of the Gi/o protein family directly affect src (50) and Ca2
channels (51).
The increase in DNA synthesis induced by oleate appears to be mediated in part by
the src and MEK1/2 pathway as supported by the experiments using pharmacological
inhibitors. The activity ofsrc and ERK1/2, the direct downstream effector ofMEKI/2,
are critical for celi survival and proliferation mediated by diverse growth factors (52,53).
Consistent with this view, a previous study reported that oleate induces ERKI/2
activation via GPR4O in the MIN6 pancreatic B-cell une (21). AKT is rapidly activated
by oleate in MDA-MB-231 celis but not by palmitate. AKT controls celi-cycle
progression and is well known to participate in ceil proliferation and survival (38).
Agonist-induced stimulation of GPCRs may lead to the transactivation of the EGFR via
si-c and subsequently the activation of a wide variety of signaling pathways including
AKT and ERKI/2 (26,30). However, oleate did flot induce EGFR activation in the
cellular model we used and blocking EGFR activity with AG147$ did flot affect oleate
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induced proliferation. Oleate can activate the EGFR in endothelial ceils (14) but had no
effect on EGFR tyrosine phosphorylation in Hs578T breast cancer ceils (54). Whether
stimulation of GPR4O by oleate leads to the transactivation of other growth factor
receptors linked to tyrosine kinases and the activation of AKT is currently under
investigation. Altematively, a Gf3’ subunit coupled to GPR4O might directly activate
P13-K as ftequently described (rev. in 55).
In summary, the molecular, biochemical and pharmacological resuits in this study
suggest the folÏowing cascade of events in response to oleate in MDA-MD-23 1 celÏs.
The unsaturated FFA binds to GPR4O and possibly other FFA receptor(s) coupled to
Gi/o and Gq, resulting in the activation of src proteins, P13-K, AKT and Ca2 signaling,
thus promoting ceil growth. It cannot be discounted that other non-GPCR receptors are
also implicated in oleate-induced activation of the PLC, src, P13-KIAKT, MEKI/2 and
PKC pathways that may participate in the proliferative effect. Taken together, these
data provide a novel mechanism for the action of oleate in breast cancer ceils, in relation
to ccli growth by showing that this rnonounsaturated fFA acts as an extracellular
signaling molecule to regulate breast cancer ceil proliferation via the FFA receptor
GPR4O. Thus, GPR4O is flot only a receptor that may participate in the control of insulin
secretion by FFA but it might play an important role in the control of ce!]
growth/apoptosis by some FFA. Hence, the possibility should be considered that GPR4O
provides a link between fat and/or obesity and cancer. In this respect, the emerging
evidence suggest an important association between insulin resistance, obesity, type 2
diabetes and several cancers in particular colon, prostate and breast cancer (5). Finally, it
could be hypothesized that overexpression of GPR4O in a subset of tumors could render
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FIG. 1. Effects of various pharmacological inhibitors on oleate-induced
proliferation of MDA-MB-231 celis. After 24 h of serum starvation in MEM, celis
were incubated for 24 h in serum-free medium supplemented with 0.1 mM oleate (black
bars) or 10 iM LPA (stippled bars) both bound to BSA (0.5%), or BSA alone (gray
bars) in the absence or presence of 50 nM wortmannin (Wort) for P13-K (A), 250 nM
AG1478 for EGFR (B), 100 ng/ml pertussis toxin (PTX) for Gi/o (C), 5 jiM U73 122 for
PLC (D), 10 .tM PPY for src (E), 10 jiM PD98059 for MEK1/2 (F), 25 jiM specific
membrane permeant peptide inhibitor of PKC (G) or 2 jiM H-89 for PKA (H). During
the last 4 h of incubation, celis were labeled with [3H]-thymidine. Means ± SE of three
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FIG. 2. EGfR is flot activated by oleate in MDA-MB-231 ceils. A, Ceils were
stimulated with BSA alone (Cont), 0.1 mM oleate (Oie) or palmitate (Pal) bound to
BSA (0.5%), or 100 ng/ml EGF for 10 min in the absence or presence of 250 nM
AG1478. 3, Ceils were stimulated with 0.1 mM oleate or 10 pM LPA bound to BSA, or
100 ng/ml EGF for the indicated times. Ceils were then lysed and EGFR was
immunoprecipitated from total protein extracts to perform immunoblot analysis with an
anti-phospho-tyrosine (p-Tyr) specific antibody. Membranes were stripped and reprobed
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FIG. 3. Oleate stimulates AKT phosphorylation. After 24 h of serum
starvation in MEM in the presence of 0.5% BSA, celis were incubated for 2 h in D-PBS
containing 5 mM glucose and stimulated with 0.1 mM BSA-bound oleate or 100 ng/ml
EGF for the indicated times. A, Celi lysates were analyzed by immunoblotting using an
AKT phospho-specific antibody that recognizes AKT phosphorylated at Ser-473 (p
AKT). The membrane was stripped and reprobed with an antibody recognizing total
AKT. The figure shows a representative experiment that has been repeated three times in
triplicate or quadruplicate. 3, p-AKT and AKT were quantified by densitometry and the
data expressed as p-AKT/AKT ratios (jercent of the starting time control). Means ± SE










FIG. 4. Oleate increases the intracellular concentration of calcium in both
the presence and absence of BSA. MDA-MB-23 1 cells were loaded with 3 j.iM of the
fluorescent calcium probe fura-2/AM. A, Celis were stimulated in the absence of BSA
with 10 jiM oleate (Oie) or palmitate (Pal) or PBS alone (Cont). B, Celis were
stimulated with 0.1 mM oleate (Oie) or palmitate (Pal) bound to BSA (0.5%) or B$A
alone. The arrows indicate the onset of stimulation. ATP (50 iM) was used as a positive
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FIG. 5. GPR4O is impllcated in oleate-induced ccli proliferatfon. MDA-MB
231 cells were transiently co-transfected for 24 h with plasmid encoding GFP and with a
plasmid encoding a siRNA against GPR4O (GPR4O SiRNA) or a scrambled siRNA (Cont
siRNA) for 24 h followed by selection on a fluorescent ceil sorter of ceils expressing
GFP (A), or transfected for 24 h with a plasmid encoding either GPR4O, or renilla
luciferase (RLuc) (B). T47D celis and MCF-7 ceils were transiently transfected for 24 h
with a plasmid encoding GPR4O or renilla luciferase (RLuc) (C and D). After 24 h of
serum-starvation in MEM, celis were incubated for an additional 24 h in serum-free
medium supplemented with 0.5% BSA (control) or various concentrations of BSA
bound oleate. During the last 4 h of incubation, ceils were labeled with [3HJ-thymidine.
Means ± SE of two to three independent experiments performed in triplicate or
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Table I. GPR4O expression in transfected breast cancer ceils
Transfection MDA-MB-23 1 T47D MCF-7
Mock 1.00 1.00 1.00
R. Luc 0.85 ± 0.12 0.75 ± 0.20 0.99 ± 0.26
GPR4O 14,300 ± 1,700* 238,100 ± 52,900* 153,400 ± 23,100*
siRNAcontrol 1.11 ± 0.07 NIA N/A
siRNAGPR4O 0.22 ±0.06** N/A N/A
GPR4O expression was assessed using real time RT-PCR. Resuits are expressed as fold
change over mock and have been normalized with respect to GAPDH expression. Means
± SE of two to three independent experiments. NIA, not applicable. , P < 0.01 vs. R.
Luc; P < 0.01 vs. siRNA control
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DISCUSSION:
Nous avons démontré que l’oléate et le palmitate, deux des acides gras les pius
abondants de la circulation, ont des effets opposés sur la prolifération des cellules du
cancer du sein. En effet, l’oléate, un acide gras monoinsaturé, stimule la prolifération
cellulaire tandis que le palmitate, un acide gras saturé, provoque une diminution de la
prolifération cellulaire. De plus, cette diminution de la prolifération est associée à la
mort des cellules par apoptose. La PI3K est impliquée dans la transduction de signaux
intracellulaires induites par ces acides gras. Comme règle générale, nous avons observé
que les acides gras insaturés stimulent la prolifération cellulaire tandis que les acides
gras saturés sont proapoptotiques. Le mécanisme par lequel le paimitate induit
l’apoptose semble impliquer principalement une diminution du niveau de la cardiolipine,
un phospholipide responsable de la rétention du cytochrome c dans la mitochondrie.
Enfin, le mécanisme par lequel l’oléate augmente la prolifération cellulaire implique,
tout au moins en partie, GPR4O, un récepteur pour les acides gras.
Il est donc évident que in vitro les effets de différents acides gras ne sont pas
équivalents en ce qui concerne la croissance cellulaire et l’apoptose. En supposant que
ces observations puissent être extrapolées à la situation in vivo, ii est possible de postuler
qu’une diète riche en oléate favorise la progression du cancer du sein contrairement au
palmitate qui aurait un effet bénéfique en induisant la mort cellulaire des cellules
cancéreuses mammaires. Par contre, l’effet proapoptotique des acides gras saturés,
comme le palmitate, est bloqué par l’oiéate à de faibles concentrations. Comme les
acides gras sont normalement accessibles aux cellules sous formes d’un mélange
d’acides gras, l’effet prolifératif des acides gras insaturés serait plus important que
l’effet proapoptotique des acides gras saturés sur la promotion du cancer du sein. De
plus, comme l’obésité est également associé à un niveau plasmatique élevé d’acides gras
(Felber and Golay, 2002), il est possible que ces acides gras puissent également
contribuer chez les personnes obèses à la progression du cancer mammaire. L’obésité
est non seulement associée au développement du diabète de type II (Felber and Golay,
2002), mais de plus, est considérée comme un facteur de risque dans l’incidence du
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cancer du sein (Calle and Thun, 2004). De façon intéressante, il existe aussi une
corrélation positive entre la résistance à l’insuline, qui est une caractéristique du diabète
de type II, et le cancer du sein (Calle and Thun, 2004; Stoli, 2002b). Il est donc
important d’étudier les voies de signalisation et de comprendre le mécanisme d’action
des acides gras comme l’oléate et le palmitate.
Le métabolisme du palmitate est impliqué dans son action proapoptotique
Nous avons étudié l’action du palmitate lié à l’albumine sur la croissance de la
lignée humaine du cancer du sein MDA-MB-23 1 ainsi que trois autres lignées cellulaires
dans un milieu défini sans sérum. Le palmitate provoque une diminution de la
prolifération cellulaire et cette diminution est associée à une mort des cellules par
apoptose. De plus, le myristate et le stéarate, deux acides gras saturés, induisent aussi
l’apoptose chez les MDA-MB-231. D’autres groupes ont aussi observé que les acides
gras saturés diminuent la prolifération des cellules du cancer du sein (Rose and
Connolly, 1990; Singh et al., 1995) mais c’est la première fois que le palmitate est
associé à l’induction de l’apoptose dans ces cellules. Pour exercer son effet
proapoptotique, le palmitate doit être métabolisé. En effet, l’analogue non
métabolisable du palmitate, le 2-bromopalmitate, n’a pas d’effet apoptotique et la
triacsin c, un inhibiteur de l’acyl-CoA synthase, inhibe l’apoptose induite par le
palmitate. Le palmitate est un précurseur de la synthèse des céramides mais l’oléate ne
l’est pas (Merriil and Jones, 1990). Il existe des évidences que le palmitate induit
l’apoptose via la production de céramides dans divers types cellulaires (Paumen et al.,
1997b; Shimabukuro et al., 1998; Yamagishi et al., 2002). Par contre, nos résultats ne
supportent pas ce concept. Nous avons observé une augmentation des niveaux
intracellulaires de céramides en présence de palmitate et des inhibiteurs de la synthèse
de novo de céramides sont capables de bloquer cette augmentation. Par contre, comme
ces inhibiteurs ne bloquent pas l’apoptose, nous pouvons conclure que l’accumulation de
céramides n’est pas responsable de l’apoptose induite par le palmitate dans les cellules
du cancer du sein.
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Un autre point en faveur du rôle du métabolisme du palmitate dans son effet
proapoptotique vient de l’observation que lorsque l’oxydation des acides gras est
modifiée par des agents pharmacologiques, les propriétés apoptotiques du palmitate sont
aussi modifiées. En effet, l’etomoxir, un inhibiteur de la 3-oxydation, augmente
l’apoptose induite par le palmitate tandis que lorsque l’oxydation du palmitate est
stimulée avec le 5 -aminoimidazole-4-carboxamide- 1 -13-D-ribonucleoside (AICAR), un
activateur de 1’AMPK, l’apoptose diminue. Des études récentes ont également observé
ce phénomène dans les cellules mésangiales microvasculaires (Mishra and Simonson,
2005) et dans les cellules 13 pancréatiques (El-Assaad et al., 2003). Cette augmentation
de l’oxydation des acides gras induite par l’AICAR résulte d’une stimulation de
l’activité de la CPT-1 (Velasco et al., 1992) et de la malonyl-CoA décarboxylase (Saha
et al., 2000), l’enzyme responsable de la dégradation du malonyl-CoA qui est
l’inhibiteur allostérique de la CPT-1. Les cardiomyocytes incubés en présence de
palmitate montrent une augmentation des niveaux de malonyl-CoA et une diminution de
la capacité des cellules à oxyder les acides gras, ce qui pourrait causer l’apoptose
(Hickson-Bick et al., 2000). Aussi, le groupe de recherche de Kuhajda a suggéré que le
malonyl-CoA pourrait être un médiateur potentiel de la cytotoxicité dans les cellules du
cancer du sein (Pizer et al., 2000). Comment des niveaux de malonyl-CoA
supraphysiologiques pourraient mener à l’apoptose n’est pas bien compris. Il a été
montrée que la CPT I qui est régulé par le malonyl-CoA peut interagir directement avec
la protéine antiapoptotique mitochondriale Bd-2 (Paumen et al., 1997a). Ceci suggère
que les hauts niveaux de malonyl-CoA pourraient induire l’apoptose directement ou
altérer le métabolisme mitochondrial en augmentant la susceptibilité à l’apoptose
provenant d’autres signaux proapoptotiques. Il serait donc intéressant de mesurer les
niveaux de malonyl-C0A ainsi que de surexprimer la malonyl-CoA décarboxylase en
présence de palmitate pour mesurer l’implication du malonyl-C0A dans notre modèle de
lipotoxicité.
Dans plusieurs systèmes, l’activation de la CPT-1 protège contre l’apoptose
induite par le palmitate (Cifone et al., 1997; Paumen et al., 1997b; Revoltella et al.,
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1994). Cette protection par la CPI-1 contre l’action proapoptotique du palmitate
provient probablement du fait que cette enzyme participe à la clairance du palmitoyl
CoA dans le cytoplasme, car le complexe enzymatique CPI est responsable du transfert
des acyls-CoA à longue chaîne vers la matrice mitochondriale où ils sont oxydés. Ainsi,
la CPI-1 pourrait limiter la synthèse d’intermédiaires du métabolisme du palmitate
comme les formes saturés de l’acide phosphatidique (PA) et du phosphatidylglycérol
(PG). En effet, nous avons observé que le palmitate provoque une augmentation rapide
du PA et du PG chez les cellules MDA-MB-23 1 et cette augmentation peut être bloquée
par l’AICAR. Aussi, le PA est le précurseur de plusieurs molécules impliqués dans la
signalisation intracellulaires qui possèdent diverses activités biologiques (Andresen et
al., 2002). Il est donc possible que le PA ou un de ses dérivés comme le DAG puissent
contribuer à l’apoptose induite par le palmitate. De façon intéressante, nous observons
également une accumulation de DAG dans les cellules traitées avec du palmitate
suggérant que ce dérivé pourrait également agir sur des enzymes activées par le DAG
comme les PKCs (Wright and McMaster, 2002). Certaines évidences obtenues dans les
cellules 13 du pancréas suggerent que la palmitate induit l’apoptose via l’activation de la
PKCÔ (Eitel et al., 2003).
Nous observons une modification du métabolisme de la cardiolipine au
cours des premières étapes du processus apoptotique induit par le palmitate. En
effet, nous avons observé une corrélation temporelle entre la diminution de la
cardiolipine et le relâchement du cytochrome e dans le cytosol ainsi qu’une perte du
potentiel membranaire de la mitochondrie. Comme le cytochrome c est situé dans la
membrane interne de la mitochondrie en association avec la cardiolipine
(Schiame et al., 2000), une diminution de cardiolipine devrait provoquer la
libération du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytosol, ce qui induit
l’activation de la cascade menant à I’apoptose. Cette hypothèse est supportée
par une étude menée dans les cardiomyocytes qui démontre également une
corrélation entre les niveaux de cardiolipine et le relâchement du cytochrome C
lors de l’apoptose induite par le palmitate (Ostrander et al., 2001). Ces auteurs
ont également observé une accumulation de PA et PG (sous formes dipalmitoyl)
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qui sont des précurseurs de la cardiolipine et ils ont démontré que la
cardiolipine synthase a moins d’affinité pour le PG composé d’acides gras
saturés comparativement au PG composé d’acides gras insaturés. Ceci est en
accord avec le fait que la cardiolipine est un phospholipide anionique
généralement constituée de quatre acides gras insaturés (Schiame et al., 2000).
Nous observons également une augmentation du turnover de la cardiolipine en
présence de palmitate ainsi qu’une diminution de sa synthèse, ce qui suggère
une synergie entre ces deux phénomènes dans le déclin du niveau de la
cardiolipine intracellulaire induit par le palmitate. Le mécanisme pouvant
expliquer cette augmentation de la dégradation de la cardiolipine en présence de
palmitate est encore obscure. Il serait intéressant de mesurer l’activité de la
phospholipase A2 mitochondriale en présence de différents types d’acides gras.
La phospholipase A2 est une enzyme impliquée entre autres dans la dégradation
de la cardiolipine et est importante pour son remodelage (Wright et al., 2004).
Il a été démontré que le palmitoyl-CoA induit la perméabilisation transitoire de
la membrane mitochondriale ainsi que le relâchement du cytochrome e de
mitochondries isolées et que ceci peut-être bloqués par un inhibiteur de la
phospholipase A2 (Furuno et al., 2001). De plus, les acides gras insaturés
diminuent l’activité de la phospholipase A2 (Raghupathi and franson, 1992) ce
qui est en accord avec une diminution du turnover de la cardiolipine que l’on
observe en présence d’oléate.
D’autres voies pourrait également contribuer à l’effet proapoptotique du
palmitate. La voie lysosomale, qui résulte du relâchement de la cathepsine B, pourrait
être impliquée dans l’apoptose induite par le palmitate dans les hépatocytes (Feldstein et
al., 2004). Aussi, le stress au niveau du réticulum endoplasmique participe à l’action
proapoptotique du palmitate chez les cellules n-pancréatiques (Kharroubi et al., 2004).
De façon intéressante, ces voies participent à la transiocation de Bax ainsi que de Bid
vers la mitochondrie et la cardiolipine pourrait jouer un rôle important dans ce processus
(Kuwana et al., 2002). Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour mesurer
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l’implication de ces voies dans l’effet proapoptotique du palmitate chez les cellules
cancéreuses mammaires.
L ‘effet proflfératf de 1 ‘oléate implique plusieurs voies de signalisation et est médié en
partie via GPR4O.
Nous avons étudié l’action de l’oléate lié à l’albumine sur la croissance de la
lignée humaine du cancer du sein MDA-MB-23 1 ainsi que trois autres lignées cellulaires
dans un milieu défini sans sérum. Nos résultats démontrent que l’oléate stimule la
prolifération de ces cellules et que l’effet proapoptotique des acides gras saturés est
bloqué par l’oléate. De plus, l’oléate semble agir comme un facteur de croissance car il
stimule la prolifération à des concentrations très faibles et cause l’activation de la PI3K.
La stimulation de la prolifération de la lignée cellulaire MDA-MB-23 1 par l’oléate a
aussi été observée par d’autres groupes en présence de sérum (Chajes et al., 1995) ou
dans un milieu sans sérum (Rose and Connolly, 1990). L’effet prolifératif de l’oléate
implique probablement une coopération entre son métabolisme et l’activation des
signaux de transduction intracellulaire. Par contre, il est difficile de pouvoir discerner la
contribution exacte de chacune de ces voies.
Nous observons une diminution de la prolifération cellulaire induite par l’oléate
lorsque nous utilisons des inhibiteurs pharmacologiques des protéines Gi/o, src,
MEK1/2, PI3K ou PLC, ce qui suggère que plusieurs voies de signaux de transduction
contribuent à l’effet prolifératif de l’oléate. De façon intéressante, nos résultats
démontrent qu’un GPCR est impliqué dans la transduction du signal prolifératif induit
par cet acide gras insaturé. En effet, la toxine de pertussis, qui est un inhibiteur très
spécifique de certaines protéines G, diminue la prolifération induite par l’oléate et le
LPA. Comme pour le LPA qui augmente la prolifération des fibroblastes via un GPCR
couplé à Gi/o (fang et al., 2000), ceci suggère l’implication d’un GPCR dans l’effet
prolifératif de l’oléate.
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Une autre évidence suggérant l’implication d’un GPCR ayant pour ligand
l’oléate dans les cellules du cancer du sein provient de la capacité de ce GPCR de
recruter la f3-arrestine (résultats non-publiés). En effet, l’oléate provoque le recrutement
rapide à la membrane d’une protéine chimérique GfP-f3-arrestine surexprimée dans les
cellules MDA-MB-23 1. Ce phénomène permet 1’ intemalisation du GPCR pour mettre
fin au signal (Pierce et al., 2002) et permet aussi de recruter des partenaires impliqués
dans différentes voies signalétiques comme src et MEK1/2 (Luttreli and Le&owitz,
2002) qui sont aussi impliqués dans l’effet prolifératif de l’oléate..
Le fait que l’oléate augmente de façon rapide et transitoire le [Ca2ji est un autre
indice en faveur d’un GPCR pour cet acide gras. En effet, il a été démontré que certains
GPCRs, suite à la liaison d’un ligand, activent la PLC ce qui provoque l’hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate générant ainsi l’1P3 qui mobilise le calcium de
façon transitoire en provenance du réticulum endoplasmique (Prentki et al., 1984).
Aussi, la diminution de l’effet prolifératif de l’oléate que nous observons en présence de
l’inhibiteur spécifique de la PLC est en accord avec ce concept. Le calcium est
d’ailleurs un effecteur important pour la prolifération des cellules cancéreuses
mammaires (Greco et al., 2003). De plus, certaines études ont démontrés que les acides
gras insaturés, incluant l’oléate, stimulent l’activité de la PLC et cette enzyme pourrait
être impliquée dans la prolifération cellulaire induite par ces acides gras dans les cellules
du cancer du sein (Hwang et al., 1996; Park et al., 2000).
L’indication la plus probante impliquant un GPCR dans la prolifération induite
par l’oléate dans les cellules cancéreuses mammaires est le rôle de GPR4O dans ce
processus. En effet, en plus du fait que ce récepteur aux acides gras (Briscoe et al.,
2003; Itoh et al., 2003; Kotarsky et al., 2003) est exprimé dans les cellules du cancer du
sein, la surexpression de GPR4O dans trois lignées cellulaires du cancer du sein amplifie
l’effet prolifératif de l’oléate. De plus, lorsque nous avons diminué l’expression de
GPR4O à l’aide de la technique du RNAi, l’effet prolifératif de l’oléate a également été
diminué. Par contre, comme la prolifération induite par l’oléate est seulement inhibée
partiellement par le RNAi, ceci suggère que d’autres récepteurs ou mécanismes peuvent
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être impliqués dans ce phénomène. Il a été démontré que le LPA interagit avec plusieurs
GPCRs pour médier son action proliférative (fang et al., 2002). De façon intéressante,
un groupe a récemment identifié GPR12O comme étant un GPCR pouvant être activé par
les acides gras (Hirasawa et al., 2005). Il sera donc intéressant de quantifier l’expression
de GPRY2O dans les cellules cancéreuses mammaires et de mesurer sa contribution à
l’effet prolifératif de l’oléate comme nous l’avons fait pour GPR4O. Un autre type de
récepteur qui aurait pu être impliqué dans la prolifération induite par l’oléate est le
récepteur à l’EGF (Vacaresse et al., 1999). En effet, son activation induit sa
phosphorylation et il peut activer lui même plusieurs voies de signalisation dont celle de
la PI3K, de MEKÏ/2 et de src (Holbro and Hynes, 2004), qui pourraient être impliqués
dans l’effet prolifératif de l’oléate. Mais, nous avons observé aucune activation du
récepteur à l’EGF en réponse à l’oléate, ce qui exclut également la transactivation de ce
récepteur via un GPCR (Daub et al., 1997). D’autres récepteurs avec une activité
tyrosine kinase pourraient par contre être impliqués dans ce phénomène de
transactivation (Gschwind et al., 2001).
L’inhibition partielle de la prolifération induite par l’oléate en utilisant le RNAï
contre GPR4O pourrait également suggérer que cet acide gras pourrait en plus agir en
coopération avec d’autres voies n’impliquant pas un récepteur. Le LPA, en plus de son
effet prolifératif via ses récepteurs, peut aussi agir via une voie indépendante de ceux-ci
(Hooks et al., 2001). Ainsi, le métabolisme de l’oléate pourrait aussi être impliqué dans
son effet prolifératif. Par contre, nous n’avons pas d’évidence directe de l’implication
d’un métabolite de l’oléate dans cet effet. Nous observons entre autre une accumulation
de triglycérides en présence d’oléate dans nos cellules. Ce phénomène est également
observé dans plusieurs types cellulaires (Cnop et al., 2001; Listenberger et al., 2003;
Whitehead et al., 2004). De plus, il a aussi été démontré que l’oléate provoque une
accumulation de triglycérides dépendante de la PI3K dans les adipocytes (Whitehead et
al., 2004), établissant ainsi un lien entre le métabolisme de cet acide gras et une voie de
signalisation impliquée dans la prolifération cellulaire (Yart et al., 2002). Nous
observons également une activation de AKT, la protéine kinase en aval de la PI3K,
lorsque les cellules IvIDA-MB-23 1 sont traitées à l’oléate. Cette dernière exerce aussi
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son action sur plusieurs cibles impliquées dans le métabolisme et la prolifération
cellulaire (Brazil et al., 2004). De façon intéressante, l’inosine-5’ monophosphate
déhydrogenase (IMPDH), une enzyme clé de la synthèse de novo de la guanine
impliquée dans la prolifération cellulaire (Sintchak and Nimmesgern, 2000), est
transioquée par l’oléate via la PI3K à la surface des corps lipidiques composés
principalement de triglycérides (Whitehead et al., 2004). Par conte, le rôle exact de la
translocation de cette enzyme vers les corps lipidiques et l’implication de ce phénomène
dans la prolifération cellulaire ne sont pas bien compris.
L ‘oléate est antiapoptotique et protège contre l’action apoptotique du palmitate
Les résultats obtenus concernant l’effet de l’oléate sur la lignée cellulaire MDA
MB-231 carencée en sérum suggèrent que cet acide gras a d’une part un effet
antiapoptotique et d’autre part un effet prolifératif. En effet, la carence en sérum induit
l’apoptose dans cette lignée cellulaire et l’ajout d’oléate empêche la mort cellulaire tout
en augmentant la prolifération de ces cellules. Il est par contre difficile de pouvoir
discerner la contribution de la voie antiapoptotique versus la voie proliférative car ces
deux voies activent en général les mêmes signaux de transduction intracellulaire. Ainsi,
la plupart des voies de signalisation impliquées dans l’effet prolifératif de l’oléate,
incluant les protéines Gi/o, src, MEKÏ/2, PI3K, PLC ainsi que GPR4O, devraient
contribuer également à son effet antiapoptotique. Par exemple, lorsque l’on bloque
l’activité de la PI3K dans ces cellules à l’aide d’un inhibiteur pharmacologique en
présence d’oléate, nous restaurons l’activité de la caspase-3 au même niveau que la
situation de carence en sérum. Somme toute, en supposant que cet effet antiapoptotique
peut être extrapolé à la situation in vivo et en sachant que les cellules situées au centre
d’une tumeur cancéreuse meurent par apoptose du à un environnement pauvre en
nutriment (Acker and Plate, 2002), il est possible de postuler que la présence d’oléate à
de plus hautes concentrations pourrait favoriser la survie de ces cellules augmentant
ainsi leur potentiel métastatique. Ainsi une diète riche en oléate et l’obésité pourrait
favoriser ce processus par un tel mécanisme.
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L’effet proapoptotique du palmitate dans la lignée cellulaire MDA-MB-23 1 est
contrecarré par l’oléate. De plus, la combinaison de ces deux acides gras en
concentration équimolaire résulte en une augmentation de la prolifération de cette lignée
cellulaire. L’action antiapoptotique de l’oléate contrecarant l’effet du palmitate a aussi
été observée dans plusieurs types cellulaires (Cnop et al., 2001; Listenberger et al., 2003;
Mishra and Simonson, 2005). Les effets opposés des différents acides gras sur la
prolifération des cellules du cancer du sein peuvent expliquer pourquoi les études
épidémiologiques et les études chez les animaux utilisant différentes diètes ont produit
des résultats inconsistants. En effet, les études in vivo chez les animaux utilisent des
huiles riches en un type d’acide gras particulier mais qui contiennent aussi d’autres
acides gras qui pourraient influencer la croissance des tumeurs de façons différentes.
Ainsi, comme les acides gras sont normalement accessibles aux cellules sous formes
d’un mélange d’acides gras, l’effet prolifératif des acides gras insaturés serait plus
important que l’action proapoptotique des acides gras saturés sur la promotion du cancer
du sein. Aussi, en plus de son effet protecteur contre la carence en sérum et le palmitate,
l’oléate protège de l’apoptose induite par les cytokines dans les cellules n-pancréatiques
(Welters et al., 2004). Il serait intéressant de déterminer l’effet protecteur potentiel de
l’oléate sur les agents thérapeutiques utilisés pour traiter le cancer du sein comme entre
autre le tamoxifène, le taxol ou l’herceptine (trastuzumab). À plus long terme, selon les
résultats obtenus, nous pourrions également comparer l’efficacité de ces agents
chimothérapeutiques chez les femmes non-obèses versus les femmes obèses atteint d’un
cancer du sein.
Le mécanisme impliqué dans cette protection par l’oléate de l’effet
proapoptotique du palmitate implique principalement le fait que l’oléate provoque
l’estérification du palmitate en triglycérides, dirigeant ainsi le palmitate vers une voie
métabolique autre que celle menant à l’apoptose. En effet, la présence d’oléate empêche
le palmitate de provoquer une diminution du niveau de cardiolipine ainsi que
l’accumulation de ces précurseurs. Il a été démontré dans des cellules ne possédant pas
la diacylglycérol acyltransférase, l’enzyme responsable de la dernière étape de
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l’estérification des acides gras en triglycéride, une sensibilité accrue à la lipotoxicité
(Listenberger et al., 2003). De plus, les cellules CHO surexprimant la stéaroyl-CoA
désaturase, l’enzyme responsable de la conversion des acides gras saturés en acides gras
insaturés, sont protégées de l’apoptose induite par le palmitate, ce qui suggère que le
pool d’acides gras insaturés produit par la stéaroyl-CoA désaturase à partir du palmitate
est incorporé dans les triglycérides (Listenberger et al., 2003). Ainsi, il semble que
l’effet antiapoptotique de l’oléate contre l’action apoptotique du palmitate implique
principalement une modification du métabolisme du palmitate.
La contribution des voies de signalisations impliquées dans la prolifération
cellulaire induite par l’oléate ne peut pas être écartée concernant l’effet antiapoptotique
de l’oléate contre l’action apoptotique du palmitate. Par contre, la PI3K n’est pas
impliquée dans cet effet antiapoptotique de l’oléate face au palmitate contrairement à la
carence en sérum. Le même phénomène a également été observé dans la lignée
cellulaire 13-pancréatique de rat BRIN-BD 11 (Welters et aÏ., 2004). Par contre, dans une
autre lignée cellulaire f3-pancréatique de rat, les R1Nm5F, il a été observé que l’effet
protecteur de l’oléate contre I’apoptose induite par le palmitate est dépendante de la
PI3K (Beeharry et al., 2004). Aussi, de façon surprenante, nous observons que
l’inhibiteur de la PI3K diminue l’effet apoptotique du palmitate ce qui suggère que la
diminution de l’activité de la PI3K observé en présence de palmitate ne serait pas
responsable de l’apoptose induite par cet acide gras saturé. Il serait intéressant d’utiliser
un dominant négatif de la PI3K qui permettrait de confirmer les résultats obtenus avec
les inhibiteurs pharmacologiques qui peuvent avoir des effets non-spécifiques. Nous
pourrions également mesurer l’implication des protéines Gi/o, src, MEK1/2 et PLC dans
l’effet protecteur de l’oléate en présence de palmitate comme nous l’avons fait pour la
PI3K. De plus, avec le RNAi contre GPR4O, nous pourrions étudier la contribution de
GPR4O dans l’effet antiapoptotique de l’oléate ainsi que l’implication de ce récepteur
dans l’action proapoptotique du palmitate. Par contre, comme le palmitate en présence
d’albumine ne semble pas activer GPR4O, il serait peu probable que son effet
proapoptotique soit médié par ce récepteur comme nous l’avons montré avec des
mesures de calcium cytosolique.
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Conclusion
Cette étude nous a permis de proposer le modèle suivant en ce qui concerne
l’action proapoptotique des acides gras saturés (Fig. 9). Une diminution du niveau de
cardiolipine due à une diminution de sa synthèse et une augmentation de son turnover,
génère un pooi soluble de cytochrome e qui est relargué de la mitochondrie. Le
cytochrome c au niveau du cytosol va former l’apoptosome en se liant à la
protéine Apaf-l et la pro-caspase-9 menant ainsi à l’activation des caspases et la
mort cellulaire. Au contraire, l’oléate bloque l’apoptose car il redirige le
palmitate vers les triglycérides rétablissant ainsi la synthèse de cardiolipine
ainsi qu’une diminution de son turnover. De plus, les acides gras insaturés
stimulent la prolifération cellulaire et cette étude a permis de suggérer une
cascade d’évènements reliée à l’effet prolifératif de ce type d’acides gras.
L’oléate lie GPR4O et possiblement d’autres récepteurs aux acides gras couplés
aux protéines Gi et Gq résultant ainsi en une activation des protéines src,
MEK1/2 ainsi que les voies de signalisation PI3KJAKT et PLC/Ca2. L’intégration et la
coopération de ces signaux de transduction vont mener à la prolifération cellulaire
induite par l’oléate. Ainsi, en plus de son effet métabolique, cet acide gras insaturé agit
comme une molécule de signalisation extracellulaire qui régule la prolifération des
cellules cancéreuses mammaires via un récepteur aux acides gras. Donc, GPR4O n’est
pas uniquement important pour la sécrétion d’insuline mais semble aussi jouer un rôle
dans la croissance des cellules tumorales. GPR4O pourrait ainsi établir un lien entre
l’obésité et le cancer. D’ailleurs, plusieurs évidences suggèrent une association entre la
résistance à l’insuline, l’obésité, le diabète de type 2 et le cancer du sein.
L’ensemble des résultats supporte l’idée que le type d’acide gras influence
différemment la carcinogenèse mammaire ce qui devrait avoir des implications pour la
compréhension du lien entre les acides gras et le cancer. Nos observations peuvent aussi
expliquer les contradictions existant dans la littérature en démontrant que les effets de
différents acides gras ne sont pas équivalents en ce qui concerne la croissance cellulaire
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et la promotion des tumeurs mammaires. Enfm, nos résultats combinés avec ceux
obtenus à partir des études épidémiologiques et avec des animaux, sont importants pour
mieux définir des stratégies thérapeutiques et des recommandations nutritionnelles pour
prévenir le cancer.
Figure 9 Voies de signalisation impliquées lors de la prolifération et l’apoptose des















Les perspectives proposées dans cette section portent principalement sur le rôle
de GPR4O dans la promotion du cancer du sein. La plupart des expériences suggérées se
feront avec l’oléate mais d’ autres acides gras pourront aussi être testés.
1) Définir le mécanisme moléculaire par lequel GPR4O participe à la signalisation
intracellulaire dans les cellules du cancer du sein en réponse à l’oléate.
Étudier les voies de signalisation en aval de GFR4O: Nos résultats ont démontré
que GPR4O est impliqué dans la prolifération induite par l’oléate. Par contre, les voies
de signaux de transduction en aval de l’activation de ce récepteur sont peu connues. La
technologie du RNAi pourra permettre de mieux définir ces voies de signalisation. De
plus, nous possédons des évidences que la protéine src ainsi que les voies de
signalisation PI3KJAKT et PLC/Ca2 sont impliqués dans l’effet prolifératif de l’oléate.
Comme l’oléate active rapidement AKT dans les cellules MDA-MB-231, le RNAi
contre GPR4O sera utilisé pour permettre d’évaluer la contribution de GPR4O dans
l’activation de la voie PI3KJAKT. Il serait aussi intéressant de confirmer l’activation de
src et PLC en réponse à l’oléate en mesurant directement l’activités de ces enzymes.
L’utilisation du RNAi contre GPR4O pourrait également permettre d’évaluer la
contribution de ces deux enzymes en réponse à l’activation de GPR4O par l’oléate.
D’autres voies de signalisation comme G3y, certaines isoformes de la PKC, la
p38MAPK pourront également être étudiées. Enfin, il serait important de valider notre
approche pharmacologique à l’aide d’une approche moléculaire par l’utilisation de
dominant négatif dans la prolifération cellulaire induite par l’oléate.
Étudier 1 ‘implication des arrestines en réponse à t ‘oléate: L’ intemalisation et la
désensibilation d’un GPCR pour en terminer sa signalisation impliquent les arrestines
qui permettent aussi de recruter des partenaires des différentes voies signalétiques
comme src et MEK1/2 (Luttrell and Leflcowitz, 2002) qui participent aussi dans la
prolifération induite par l’oléate. L’oléate provoque le recrutement rapide à la
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membrane d’une protéine chimérique GFP--arrestine surexprimée dans les cellules
MDA-MB-23 1 ce qui suggère l’activation d’un GPCR en réponse à l’oléate (résultats
non-montrés). Par contre, des expériences supplémentaires en microscopie confocale
sont nécessaires pour confirmer ce résultat. Aussi, pour étudier le recrutement de
l’arrestine par GPR4O, la technologie de «bioluminescence résonance energy transfert»
(BRET) sera utilisée (Milligan, 2004). Le BRET permet d’étudier les interactions entre
deux protéines en mesurant le transfert d’énergie entre une protéine couplé à la
luciférase (donneur) et une autre protéine couplé à la GFP (accepteur). Ainsi, des
constructions GPR4O-luciférase et GfP-j3-arrestine pourraient être surexprimées dans les
cellules MDA-MB-23 1 pour ensuite être stimulées par l’oléate. Un transfert d’énergie
validerait cette interaction suggérant ainsi que GPR4O peut interagir avec l’arrestine en
réponse à l’oléate permettant son intemalisation et sa désensibilation. De façon
intéressante, le même type d’expérience pourrait être effectué avec une construction src
luciférase et GfP-f3-arrestine pour étudier la possibilité d’une interaction entre ces
protéines en réponse à l’oléate ce qui suggérait l’activation de src via le recrutement de
l’arrestine par un GPCR.
Étudier l’implication de GPR4O dans le métabolisme des acides gras: Comme
l’effet antiapoptotique de 1’ oléate et possiblement son effet prolifératif impliquent son
métabolisme, nous étudierons la contribution de GPR4O au niveau du métabolisme de
cet acide gras. Il a été démontré que l’oléate provoque une accumulation de triglycéride
dépendante de la voie AKT/PI3K (Whitehead et al., 2004) qui est aussi une voie
impliquée dans l’effet prolifératif de l’oléate et qui pourrait être également activée en
réponse à la liaison de l’oléate à GPR4O. Ainsi, la partition lipidique de l’oléate sera
étudiée suite à la surexpression de GPR4O ou la diminution de l’expression de GPR4O
par le RNAi dans les cellules MDA-MB-231. En effet, la mesure de l’oxydation et de
estérification en présence d’oléate dans ces conditions pourrait donner des indications
sur le possible rôle de GPR4O dans le métabolisme de l’oléate. Ainsi, les niveaux de
triglycérides, de diacylglycérol ainsi que les différentes espèces de phospholipides
formés via l’activation de GPR4O pourraient être déterminés. Comme le métabolisme
du glucose est important pour les cellules cancéreuses (Gatenby and Gillies, 2004),
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celui-ci pourrait également être étudié suite à la surexpression de GPR4O ou suite la
diminution de l’expression de GPR4O par le RNAi dans les cellules MDA-MB-23 1.
Ainsi, le lien entre un récepteur aux acides gras impliqué dans la prolifération des
cellules cancéreuses et le métabolisme du glucose, qui est important pour la prolifération
des cellules tumorales, pourrait être établit.
2) Étudier l’expression de GPR4O et GPR12O dans ]es tumeurs du cancer du sein
La surexpression de certains GPCRs, comme celui au chemokine CXCR4 (Li et
al., 2004) et à l’endotheline-l (Wulfing et al., 2004), a été décrite dans le cancer du sein
impliquant ainsi ces GPCRs dans la progression tumorale. Due à son implication
possible dans la prolifération des cellules du cancer du sein, l’expression de GPR4O est
un lien potentiel entre le cancer du sein et l’action des acides gras. Une mesure des
niveaux de GPR4O dans les tumeurs mammaires humaines en comparaison avec les
tissus normaux sera effectuée. Pour ce faire, l’expression du niveau de la protéine
GPR4O sera mesuré par immunohistochimie dans les tissus cancéreux mammaires et
cette expression sera corrélée selon le grade histopathologique. De plus, il serait aussi
intéressant de mesurer l’expression de GPR4O dans les tissus cancéreux mammaires des
patients obèses vs les tissus cancéreux mammaires des patients non-obèses. Une
corrélation positive entre l’expression de GPR4O et le cancer du sein démontrerait que ce
GPCR pourrait être impliqué dans la progression tumorale et pourrait être utilisé comme
un marqueur pronostique. Les mêmes expériences seront effectuées avec un autre
récepteur aux acides gras, GPR12O (Hirasawa et al., 2005), dont l’expression aura
préalablement été confirmée dans les lignées cellulaires du cancer du sein.
3) Utiliser des modèles de souris transgéniques pour étudier le rôle des acides gras
dans la promotion du cancer du sein
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Étudier le rôle in vivo de GPR4O dans la promotion de ta carcinogenèse
mammaire. L’interprétation de nos résultats est limitée par le fait que les travaux de
recherche ont été effectués sur des lignées cellulaire en culture. L’utilisation de modèles
de souris pourrait permettre de valider certaines hypothèses dans un environnement
physiologique. Ces expériences ont pour but d’étudier la contribution de GPR4O dans la
promotion du cancer du sein. Ainsi, le gène codant pour GPR4O chez la souris sera
inactivé par recombinaison homologue dans le but de générer une souris -I- pour
GPR4O. Pour étudier le rôle in vivo de GPR4O dans la promotion du cancer, ces souris -
I- pour GPR4O (et des souris GPR4O +1+) seront croisées avec des souris surexprimant
Her-2/neu, un modèle animal de cancer mammaire bien connu (Andrechek et al., 2000).
En effet, ces souris développent des tumeurs mammaires en moyenne 120 jours suivant
leurs naissances et, par la suite, des métastases principalement aux poumons. Aussi, le
gène Her-2/neu est amplifié dans 25-30 % des cancers du sein (Zhou and Hung,
2003). De façon intéressante, il existe un rôle biochimique vital entre Her-2/neu, le
métabolisme des acides gras et la croissance des cellules tumorales (Ahi et al.,
2005). Une étude sera effectuée entre autre sur la formation des tumeurs en fonction du
temps ainsi que sur la survie des souris GPR4O -I- (Her-2/neu) en comparaison des
souris GPR4O +1+ (Her-2/neu). La capacité des cellules cancéreuses mammaires de ces
souris à migrer et envahir une matrice artificielle sera aussi étudier pour évaluer leurs
potentiels métastatiques. De plus, une lignée de souris transgénique où GPR4O est
surexprimé spécifiquement dans les cellules mammaires des souris (White et al., 2001)
sera générée dans le but de croiser ces souris avec le modèle de souris surexprimant Her
2/neu. Par la suite, les mêmes mesures que pour les expériences avec les souris GPR4O -
I- seront effectuées. Ces expériences vont permettre d’impliquer GPR4O dans la
progression tumorale et indirectement les acides gras.
Étudier la contribution des acides gras dans la promotion de la carcinogenèse
mammaire. Les études utilisant des modèles animaux pour mesurer l’implication des
acides gras dans la promotion du cancer du sein, se servent d’animaux traités avec des
fortes doses de substances chimiques cancérigènes pour induire des tumeurs mammaires
spontanées (Ishikawa et al., 2001). Il existe maintenant des modèles génétiques de
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cancer mammaire de souris bien établis qui pourrait refléter de façon plus réelle la
progression tumorale comme c’est le cas pour le modèle de souris surexprimant Her
2/neu. Ainsi, ces souris seront exposées à une diète riche en gras dans le but de mesurer
la formation des tumeurs en fonction du temps et aussi leurs potentiels métastatiques.
La comparaison va se faire avec des souris exposées à une diète faible en gras. Le ratio
des types d’acides gras (saturés vs insaturés) présent dans la diète riche en gras sera
varié dans le but de vérifier l’hypothèse que les types d’acides gras influencent
différemment la croissance des cellules cancéreuses du sein. Ce type d’expérience sera
également effectué avec les souris GPR4O -I- (Her-2/neu), les souris GPR4O-surexprimé
(Her-2/neu) (voir section précédente) ainsi qu’avec leur contrôle respectif. Ces résultats
vont permettre de comprendre le rôle des acides gras dans la progression tumorale et
l’implication de GPR4O dans la promotion du cancer du sein en réponse aux acides gras.
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